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STUDIUM UBER VERSCHIEDENE EINFLUSSE AUF 
VERANDERUNG DES EIWEISSKORPERS UND 
PHOSPHATIDS DES BLUTPLASMAS, BESONDERS 
- AUF IHRE GEGENSEITIGE BEZIEHUNG. 


-Uber Einfliisse der Bestrahlung der Milz mit Ultraviolett- 
und Rontgenstrahlen auf den Zusammenhang 
zwischen Kephalin- und Proteinfraktion im 
Blutplasma des Kaninchens. 


VON 


NORIO YOSIDA. 


(Aus der Internistischen Klinik der Kumamoto Med. Fakultit. 
Vorstand: Prof. Dr. Y. Mikamo.) 
Ausgefihrt unter der Leitung: Prof. Dr. 8S. Kato. 
(Vorstand des Biochemischen Instituts der Kumamoto Med. Fakultiit,) 


(Hingegangen am 17., Juni 1940) 


Im Blutserum stehen Lipoid und Hiweisskorper als kolloidal 
disperses System zueinander in enger Beziehung. Kommt_ bei 
diesen Substanzen unter verschiedenen Bedingungen eine quantita- 
tive oder qualitative Veranderung vor, so wird auch in diesem 
kolloidalen System eine Veranderung eintreten. Unter den 
Hiweissfraktion stehen beide Globulinfraktionen, Euglobulin und 
Pseudoglobulin, mit Phosphatid in einer besonderen Beziehung, 
die sich unter irgendeiner Bedingunge veraindern kann.* 

Das schon Kan (1940) durch Bestrahlung mit Ultraviolett- 
oder Rontgenstrahlen der Hundemilz eine Vermehrung des Lipoid- 
P im Voliblut hervorrufen konnte, so wollte ich die entsprechende 
quantitative Veriainderung des Hiweisskérpers verfolgen, welche 
unter ein und derselben Bedingung die Phosphatidveranderung 
des Blutplasmas des normalen Kaninchens herbeifiihrt, um damit 
etwas zur Erklarung itiber den Zusammenhang zwischen Lipoid 


* Siehe Sammelreferat von Prof. S. Kato (1938): J. Kumamoto med. 
Soe. (Kumamoto Igakkai Zassi), 14, 915, 1133 und 1637. 
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und Eiweisskorper im Serum beizutragen. 


EXPERIMENT. 


Versuchsmethode: 

Gesunde, miinnliche Kaninuchen von tiber 2kg Koérpergewicht ernahrt man 
wiihrend einer bestimmten Frist mit derselben Fiitterung, punktiert in der 
niichternen Zeit die Ohrvene, entnimmt ca. 9 cem Blut und stellt Oxalatplasma 
her. 

Die Milzbestrahlung wurde vorgenommen, indem man die Bauchwand in 
der Mediallinie 6ffnete, die Milz auf die Bauchwand freilegte und die 
Umgebung mit einen schwarzen Tuch oder mit einer Bleiplatte schiitzte. Nach 
der Bestrahlung wird die Reposition der Milz in die Bauchhohle und die Naht 
der Bauchwand vorgenommen. Die Bestrahlung nach der Entmilzung wurde 
angestellt, indem man die Blutgefaisse zu und von der Milz unterbindet, dann 
die Milz exstirpiert, und den mit den unterbindenden Faden bindenen Inhalt der 
Bauchhohle auf die Bauchwand freilegt. 


Die Bestrahlung wird bei Ultraviolettstrahlen mit der Quarz- 
lampe in einer Entfernung von 30cm 20 Minuten lang, und bei 
Rontgenstrahlen mit Special Polex (Shimadzu) 204y angestellt, 

Den Lipoid-N im Blutplasma bestimmte ich nach der Vor- 
sechrift von Takata (19386) und Kan (1940). Den Lipoid-NH»2-N 
bestimmte ich mittels des NH,-N-Mikrobestimmungsapparates 
(Nakashima, 1932) nach Rat von Kan (1940). Uber die aus- 
fiihrliche Methode siehe meine vorige Mitteilune (Yosida, 1940). 
Das prozentuelle Verhaltnis des Lipoid-NH2-N und Lipoid-N zeigt 
die Menge des Kephalins, damit ist die Menge des Lecithins be- 
kannt. 


Jede Protein-Fraktion wird nach der Howe’schen Methode (1921) her 
gestellt. Man nimmt a) 0,lcem, b) bis f) 0,2 ccm Blutplasma, misst bei 
a) Gesamt-N in Plasma nach der Mikro-Kjeldahl’schen Methode, lisst bei 
b) Fibrinnogen niederschlagen, bestimmt den Stickstoff im Filtrat, asst bei 
¢) d) und e) Euglobulin, Euglobulin + Pseudoglobulin-1 und Gesamt-Globulin 
je mittels der 14, 18, 22,5%-Losung von Natrium sulfuricum siccum nieder- 
schlagen, misst den Stickstoff in jedem Filtrat, filtriert bei f) den Niederschlag 
durch Trichloressigsiure, misst den Stickstoff im Filtrat und bestimmt den 
Wert des Nicht-Protein-Stickstoffs. ‘ 


(a-b) Fibrinogen-N (b-e) Gesamt-Globulin-N 
(b-c) Euglobulin-N (e-f) Albumin-N 
(e-d) Pseudoglobulin-1-N ( f ) Nicht-Protein-N 


(d-e) Pseudoglobulin-2-N (a ) Gesamt-Hiweiss-N 


Kephalin u. Protein im Blutplasma. 3 


Da Kephalin mit der Gerinnung des Blutes in enger Beziehune 
steht, so ist zur Sicherheit die Gerinnuneszeit zu messen. 

Die obigen Bestimmungen wurden bei allen Fiillen bei der einen 
Gruppe in der 6. Stunde und bei der anderen in der 24. Stunde 
nach der Behandlung angestellt. 


A. Einfluss der Blutentnahme. 


Zuerst habe ich untersucht, ob die Entnahme des zur Bestim- 
mung notigen 9ecem Blutes auf die untersuchten Substanzen 
irgendeinen Hinfluss ausiibt oder nicht. 

Nach 6 Stunden behandelte Gruppe: Wie aus der niachsten 
Tabelle anschaulich wird, vermindern sich Kephalin, Gesamt- 
Hiweissstoff, Gesamt-Globulin und alle Fraktionen des Globulins, 
Fibrinogen fast gar nicht, das Nicht-Eiweiss-N vermehrt sich. Die 
Gerinnungszeit des Blutes bleibt unverindert. 

Nach 24 Stunden behandelte Gruppe: Die Menge von 
Kephalin bleibt fast unverandert, Gesamt-Eiweissstoff vermehrt 
sich etwas, Fibrinogen und Albumin veriindern sich fast gar nicht, 
Gesamt-Globulin vermehrt sich. Unter den Globulin-Fraktionen 
vermehrt sich nur Pseudoglobulin-2. etwas. Nicht-Kiweiss-N bleibt 
unveradndert. Aueh die Gerinnungszeit des Blutes bleibt un- 
verandert. (Tabelle I). 

Daraus ergab sich, dass die Entnahme der zu diesem Versuch 
notigen Blutmenge (9ccem) zwar eine temporare Verminderung 
von Kephalin und Fraktionen des Hiweissstoffes hervorruft, aber 
diese kehren allmahlich zum Anfangswert zuriick, wihrend Nicht- 
Eiweiss-N sich nur temporiar vermehrt, und dass die Gerinnungs- 
zeit des Blutes unverandert bleibt. 


B. Ultraviolettbestrahlung der Milz. 


TTauptversuch. 

(Nach 6 Stunden) : Kephalin vermehrt sich bedeutend, Gesamt. 
Eiweissstoff neigt zur Verminderung, unter allen Fraktionen des 
Eiweissstoffes vermindern sich Albumin und Globulin, und zwar 
vermindert sich Pseudoglobulin am auffallendsten. Nicht-Kiweiss- 
stoff-N bleibt unveriindert. Die Gerinnungszeit des Blutes verktrzt 
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sich. (Nach 24 Stunden): Kephalin vermindert sich bedeutend, 
Gesamt-Eiweissstoff neigt auch zur Verminderung, die hauptsach- 
lich auf die Verminderung von Albumin zuriickzuftihren ist; 
Globulin vermehrt sich, was von der Vermehrung des Euglobulin 
herkommt. Nicht-Eiweiss-N vermehrt sich. Die Gérinnungszeit 
des Blutes bleibt unverandert. (Tab. II). 

Daraus ergab sich, dass die Bestrahlung der Milz mit Ultra- 
violettstrahlen eine temporare, bedeutende Vermehrung und dann 
eine allmihliche Verminderung von Kephalin hervorruft, und dass 
Albumin nach 24 Stunden immer noch vermindert bleibt, wahrend 
Euglobulin und Pseudoglobulin-1 sich nach 24 Stunden vermehren. 

Kontrollversuch. 

Als Kontrollversuch habe ich nach Entmilzung die Milzgegend 
mit Ultraviolettstrahlen bestrahlt und die Bestimmung in gleicher 
Weise wie im obigen Fall angestellt. (Nach 6 Stunden): Kephalin 
vermehrt sich etwas, Gesamt-Eiweissstoff scheint sich auch zu ver- 
mehren, Albumin vermindert sich, alle Fraktionen von Globulm 
vermehren sich. Die Gerinnungszeit verkiirzt sich. (Nach 24 
Stunden): Kephalin vermindert sich, Gesamt-Eiweissstoff bleibt 
fast unverandert, Albumin zeigt immer die Neigung zur Vermin- 
derung, Globulin befindet sich auch immer im Zustand der kleinen 
Vermehrung, jede Globulin-Fraktion verhilt sich wie in der obigen 
Gruppe. (Tab. III). 

Aus den obigen Resultaten ergibt sich, dass die Veranderung 
der Kephalinmenge zwar in beiden Fallen eine ahnliche Neigung 
zeigt, aber beim Behalten der Milz die Vermehrung weit 
bedeutender ist, und dass die Verainderung des Hiweissstoffes in 
beiden Fallen eine entgegengesetzte Richtung zeigt. 


C. Rontgenbestrahlung der Milz. 


Hauptversuch. 

(Nach 6 Stunden): Kephalin vermehrt sich, Gesamt-Hiweiss- 
stoff vermindert sich. Alle Fraktionen des Hiweissstoffes vermin- 
dern sich, aber Gesamt-Globulin und dessen Fraktionen vermindern 
sich viel bedeutender als Albumin. Die Gerinnungszeit des Blutes 
verkiirzt sich. (Nach 24 Stunden): Kephalin zeigt eine immer 


Kephaln u. Protein im Blutplasma. 


é sed ae Oe ae ou (Neale P : a : : Sunipueye 
09 | 90‘ | 2280 | 660'L | zz6'r | eso | ata's | ger | L89‘0 | See'r | -6'Z1  eTL‘0 | see's PEO ae 
‘pO| °G 
L‘g | sgo‘o | 8gz‘0 | Les‘o | 6TE‘1 | 8Te“O | Ses‘T | Les‘T | 8F9‘O |STS‘r | SFB | GTL'°O | 948°G | Sun[puvyog 10, 
| | | ‘i = 
‘ ‘ Yan | ‘ ‘ eae || ‘ ‘ ‘ ; ve 2 ee mypuvye 
0's |680'0 | 699‘0 | 69%'0 |Gel't | 2Fa°T | 28e's | PEG‘O | L0¢0 |009'e | S‘9 | 9TS‘O | gez‘ar gun ibmated 
“Ud ZO(T - | w'p}s 9 
9° | €g0‘0 | e9e‘r | 6990 | 9z0°2 | 96¢'0 | ez9°s |898'0 |Fe9'0 | LaTH | 38 | BOT | sar'sr | Sunfpuvqog 10, 
' | 
| 5 on : 
3 gl ie beets [me |B Ie | ee ee ee) 8 Ice 
= i JS Sle pa) oe bog Vos pe S SF 2 | ae ONS. c [L017] WOT 
= ae ie Bob sree eS ee [OF We S) 5 B o.5 cs 2 Z 
S me |SS5} 85 | ws | Hs | eS | 2 ey 5 iS Be | eb | b . “3[ye.sjseq 
8. eo. Bin oh z zi BE] ff i -019 5} U0" 
= were 4 LOdIOYSsto MIT y 


‘A. HTITEV GL 


8 N= Yosida : 


erdssere Vermehrung, und Hiweissstoff behalt eine abnehmende 
Tendenz wie im vorigen Fall. Aber im einzelnen betrachtet, zeigt 
Albumin nach 6 Stunden eine Neigung zur Zunahme und Globulin 
eine zur Abnahme, aber nach 24 Stunden vermindern sich ebenfalls 
beide. Fibrinogen zeigt nach 6 Stunden keine Veranderung, 
aber nach 24 Stunden eine leiche Neigune zur Zunahme. Die 
Gerinnungszeit des Blutes verkiirzt sich nach 24 Stunden viel 
bedeutender als nach 6 Stunden. (Tab. IV). 

Daraus ergab sich, dass durch Rontgenbestrahlung der Milz 
sich Kephalin immer vermehrt, Fibrinogen sich nach 24 Stunden 
vermehrt, Globulin sich immer vermindert, aber Pseudoglébulin- 
2 sich nach 24 Stunden vermehrt, und Albumin sich nach 6 Stun- 
den vermehrt und nach 24 Stunden vermindert. 

Kontrollversuch. 

Als Kontrollversuch habe ich die Milz exstirpiert und die 
Milzgegend unter denselben Bedingungen wie im obigen Experi- 
ment mit Rontgenstrahlen bestrahlt. (Nach 6 Stunden): es 
vermindert sich Kephalin, Gesamt-Eiweissstoff vermindert sich, 
Fibrinogen vermindert sich ziemlich bedeutend, Gesamt-Globulin 
vermindert sich etwas. Kephalin vermindert sich nach 24 Stunden 
etwas, Gesamt-Hiweissstoff veraindert sich kaum, Fibrinogen bleibt 
auch unverandert, aber Albumin vermindert sich etwas, Gesamt- 
Globulin vermehrt sich. Unter den Globulin-Fraktionen vermin- 
dert sich Euglobulin bedeutend, aber alle iibrigen zeigen eine 
massige Vermehrung. (Tab. V). 

Also durch Rontgenbestrahlune der Milz vermehrt sich 
Kephalin bedeutend, ein entgegengesetzter Vorgang zum Kontroll- 
versuch. Gesamt-Hiweiss zeigt nach 6 Stunden in beiden Ver- 
suchen keine Differenz, aber nach 24 Stunden vermindert es sich 
zwar in dem Hauptversuch, aber bei der Entmilzung vermehrt es 
sich etwas. Gesamt-Globulin zeigt immer eine Vermehrung, aber 
im Kontrollversuch vermindert es sich, aber nach 24 Stunden 
vermehrt es sich. Im Kontrollversuch vermehrt sich Euglobulin 
anfangs, aber nachher vermindert es sich, und Pseudoglobulin 
vermindert sich anfangs und nachher vermehrt es sich, wihrend 
sich im Hauptversuch beide von Anfang an immer vermehren. 
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ZUSAMMENFASSUNG. 


Obige Ergebnisse kann man foleenderweise zusammenfassen. 

. Die Ultraviolettbestrahlung der Milz ruft eine temporare 

Vermehrung von Kephalin hervor, die sich aber nach 24 Stunden 
noch bedeutender vermindert als vor der Behandlung. 

Im Gegensatz dazu ruft die Rontgenbestrahlune eine bedeu- 
tende Vermehrung des Kephalins hervor, die auch noch nach 24 
Stunden eine zunehmende Tendenz behalt. Beim Kontrollversuch 
mit exstirpierter Milz ist das nicht der Fall. Dieser Unterschied 
erscheint bei der Rontgenbestrahlung besonders deutlich. 

Es entsteht die Frage, was fiir eine Korrelationsbezichung 
zwischen der Kephalinverwandlune und = Hiweissstoff besteht. 
Zwischen Huglobulin und Kephalin scheint eine gewisse Beziehung 
zu bestehen, weil namlich durch Roéntgenbestrahlung der Milz sich 
Kephalin vermehrt, wahrend Euglobulin sich dadurech vermindert. 
Dieselbe Beziehung aber kann man bei der Ultraviolettbestrahlung 
nicht bemerken, aber 24 Stunden nach der Bestrahlung vermindert 
sich Kephalin, wobei Euglobulin sich vermehrt. 
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ON BLOOD ACETALDEHYDE.* 


I. Experimental studies on blood acetaldehyde. 
If. Clinical investigations on blood acetaldehyde. 


By 


KOKUSHO RI. 


(From the Medical Clinic of Prof. Dr. N. Kageura, 
Nagasaki Medical College, Japan.) 


(Received for publication, June 25, 1940) 


Since Neuberg’s (1923-24) experiments on the acetaldehyde 
formation taking place in the various organs of animals, numerous 
experiments have been made on this problem and it has become 
clear that the liver plays the most important role in this mechanism 
(Bornstein and Pantke 19380, Hachiya 1928, Wohlgemuth 
and Sorochowitisch 1926 ete.). I have also published in this 
journal (1939-40) my comparative study on the acetaldehyde 
formation in the liver of animals fed on various diets and of 
animals poisoned with earbon tetrachloride. But in regard to the 
acetaldehyde in the blood, there remain many unsolved questions. 
Neuberg and others reported that the blood of normal rabbits 
contains no acetaldehyde. Fabre (1925), Supniewski (1926), 
Gee and Chaikoff (1926), however, recognized the presence of 
acetaldehyde in the blood of- dogs; and Takahata (1926) with 
the use of Takahata-Kume’s method also verified the existence 
of acetaldehyde in the blood of dogs. Kawamura (1928), 
Hachiya(1928), Wada(1931), Tarumi(1935) and Sita(1935) 
with this same method perceived acetaldehyde in the blood of 
rabbits. Sita indicates that by injecting ozone-gas in rabbits 
successively for a certain period, the quantity of the blood acetal- 


This article was given at the thirty-seventh annual meeting of the 
Japanese Society of Internal Medicine (held at Tokyo, Japan, March 31 and 
April 1-2, 1940). 
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dehyde shows a tendency to increase. That is, a continual injec- 
tion of ozone-gas into the living body is believed to promote oxyda- 
tive decomposition of carbohydrates: 

Hachiya’ observed that when.chloroform injections are given 
to rabbits, the content of blood sugar increases and, on the contrary, 
the blood acetaldehyde gradually diminishes. He explained that 
oxydation in the living body declines under chloroform poisoning. 
Wada found that the values of blood acetaldehyde of rabbits fed 
on a normal diet reaches its maximum three hours after the feeding. 
According to Kawamura and Tarumi, various endocrine sub- 
stances exert some influence on the blood acetaldehyde. The 
various studies mentioned above pointed out the influences of 
certain external as well as internal factors on blood acetaldehyde. 

That a conspicuous disturbance of the glucose metabolism can 
be seen in animals nourished on a protein-fat diet and in animals 
in a fasting condition was proved by the various experimental 
studies conducted in our laboratory under the direction of Prof. 
Kageura. To prove the rise and fall of the blood acetaldehyde 
caused by disturbances of sugar metabolism is of great importance, 
as acetaldehyde is a very essential intermediate product in the 
process of oxydative decomposition of sugar. Yet it is to be re- 
eretted that studies concerning this subject have béen so long 
neglected. Therefore I would like to discuss this rise and fall of 
blood acetaldehyde under various disturbances of sugar metabolism 
by experimental as well as clinical studies, and make the following 
report on the results obtained. 


I. Experimental studies on blood acetaldehyde. 


Merrops. 


As experimental animals healthy adult dogs were employed. 
The dogs first were fed with a normal mixed diet (5-9 days), next 
with a protein-fat diet (6-10 days), then they were submitted to 
hunger (7-11 days) and lastly poisoned by carbon tetrachloride. 
1 ce. of carbon tetrachloride per kilo of body weight was administer- 
ed by stomach sound and 3-7 days later the dogs were examined. 
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After the giving of carbon tetrachloride they were nourished with 
a mixed diet, but it was hard to let poisoned dogs eat a definite 
quantity of food because of anorexia or vomiting. After the ex- 
periments of protein-fat diet and that of hunger the dogs were 
always given a mixed diet for a period until their blood sugar or 
blood fructose recovered to the normal value. In every experi- 
ment, about 24 hours after the last feeding, the dogs were used for 
the observation, except in the case of hunger. 


A. EXPERIMENTS WITH GLUCOSE. 


30 gram of glucose dissolved in 150 ce. of luke-warm water 
were given to dogs per os by a stomach sound. In order to deter- 
mine the blood sugar (measured by Hagedorn-Jensen’s method) 
blood samples were taken before the administration of @lucose and 
after it every 30 minutes for 4 hours. To determine the blood 
acetaldehyde, blood was educed from the vein before giving glucose 
and after its administration every 60 minutes for 4 hours. Potas- 
sium oxalatum was added to the educed blood to prevent coagula- 
tion, and the acetaldehyde in 5.0 ce. of it was immediately measured 
by the Takahata-Kume method. In experiments with insulin 
or adrenalin injection, the blood was educed before the injection, 
then glucose was provided 30 minutes after the injection and after 
that the blood sugar was determined every 30 minutes and the 
blood acetaldehyde every 60 minutes. 10 units of miniglin (insulin, 
Takeda) were injected subcutaneously in each of the experiments 
with insulin and in the ease of adrenalin 0.5 ce. of 1:1000 diluted 
solution of adrenalin chloride (Sankyo) per kilo of body weight 


was applied. 


Results. 


In the experiments with a mixed diet (Table I.), the content 
of blood acetaldehyde before the giving of glucose was between 
0.073 and 0.293 mg% with an average of 0.171mg%. The blood 
‘acetaldehyde showed a gradual increase after glucose was given 
and in many eases it reached the maximal value after two or three 
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hours. The maximal value of the blood acetaldehyde appears 
generally slower than that of the blood sugar. The difference 
between the value of blood acetaldehyde before, and the maximal 
value after, the providing of glucose—in other words, the maximal 
value of the increase of blood acetaldehyde—was from 0.147 to 
0.257 mg%, or an average of 0.179mg%. The maximal value of 
blood sugar after glucose was given was below 0.15%. 

In the experiments with a protein-fat diet (Table II), with 
fasting (Table III) and with carbon tetrachloride poisoning 
(Table VI), the hyperglycemia of the animals after the providing 
of glucose appeared much more clearly in contrast with those fed 
on mixed diet, and a disturbance of the glucose metabolism was 
noticed. The average values of the blood acetaldehyde before the 
giving of glucose were respectively smaller than in those fed on 
mixed diet. After glucose was supplied, the blood acetaldehyde 
gradually increased in value, and its maximal increase in value 
reached an average of 0.090, 0.094 and 0.067 mg% respectively, 
indicating that the increase was smaller than that of animals fed 
on a normal mixed diet. 

In the experiments with insulin (Table IV) it was verified 
that the insulin injection caused a decline of the blood sugar, while 
on the other hand, an increase of the blood acetaldehyde was 
noticed. The maximal increase value of the blood acetaldehyde 
in each group was higher in contrast with that of animals which 
did not receive the injection. Furthermore, it was noticeable that 
in the case of the insulin injection, the maximal increase values 
of blood acetaldehyde of those animals given a protein-fat diet or 
under a fasting condition were also lower than of those nourished 
with a mixed diet. 

In the experiments with adrenalin injection (Table V) it was 
found that this injection caused a remarkable increase in blood 
sugar, while on the other hand the maximal increase value of the 
blood acetaldehyde in each case showed a greater decrease in con- 
trast with those not receiving any injection. 
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TABLE 
Experiments with 
Duration of Before © 
. _ |Body weight ane feeding or glucose 
No. Sex inke Condition fasting and 
(days) insulin 
Blood sugar (%) | 0.106 
Normal ec Po 
foe 8.0 weed daet 5 Blood acetal- 0,147 
20 dehyde (mg% ) 
6) 8.2 ‘, 7 Blood sugar (%) 0.099 
ae. Blood acetal- 0.110 
if dehyde (mg% ) 5 
126 = Blood sugar (%) 0.081 
A 9.4 P 5 Blood acetal- oe08 
dehyde (mg% ) s 
127 a fy Blood sugar (%) 0.117 
o 2 o Blood acetal- 
: 3} dehyde (mg% ) tease 
afte Blood acetal- 
(average) deWyde Gnas) 0.183 
125 as Proteiw fat Blood sugar (%) 0.099 
5 BY diet Blood acetal- 0.037 
dehyde (mg%) : 
126 66 Blood sugar (%) 0.101 
‘ f ” 7 Blood acetal- 0.110 
dehyde (mg%) : 
127 4 Blood sugar (%) 0.086 
5 8.5 Bt 7 Blood acetal- 0.183 
’ J dehyde (mg@% ) : 
Se Blood acetal- 
(average) dehyde (mg%) 0.110 
" Blood sugar (%) 0.097 
105 6.5 Fasting Uf Blood acetal- 0.220 
dehyde (mg% ) co 
) 5.7 x 10 Blood sugar (%) 0.084. 
Blood acetal- 0.147 
dehyde (mg%) : 
126 He ie Blood sugar (%) 0.122 
3 : Blood acetal- 0.073 
dehyde (mg% ) : 
127 a r 7 Blood sugar (%) 0.095 
3 u Blood acetal- 0.147 
dehyde (mg%) 5 
(average) Blood acetal- 0.172 


TVs. 


glucose and insulin. 
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After glucose and insulin 


Maximal increase 
value of blood 
acetaldehyde. 


_@hour (1h. | igh. | 2h | 226. 3h, | shh. | 4h 
0.066 | 0.063 | 0.072 | 0.084 | 0.088 | 0.097 | 0.106 | 0.108 | 
0.220 0.330 0.476 0.403 | 0.329 
0.065 | 0.061 | 0.081 | 0.072 | 0.079 | 0.086 | 0.095 | 0.101 
0.220 0.367 0.330 0.183 0.257 
0.074 | 0.068 | 0.074 | 0.075 | 0.081 | 0.079 | 0.088 | 0.111 
0.476 0.513 0.476 0.440 0.220 
0.070 | 0.059 | 0.063 | 0.086.) 0.097 0.110 | 0.125 | 0.124 
0.330 0.440 0.293 OoTat 0.257 
The average value of the minimal blood sugar=0.063% 0.266 
0.092 | 0.090 | 0.086 | 0.070 | 0.077 | 0.084 |, 0.086 | 0.095 
0.110 0.147 0.110 0.110 0.110 
0.088 | 0.084 | 0.081 | 0.092 | 0.097 | 0.110 | 0.117 | 0.117 
0.220 0.257 0.293 0.293 0.183 
0.065 | 0.063 | 0.056 | 0.061 | 0.075 | 0.081 | 0.084 | 0.088 | 
0.147 Oar 0.403 0.330 | 0.220 
The average value of the minimal blood sugar=0.069% 0.171 
0.095.| 0.090 | 0.074 | 0.088 | 0.090 | 0.090 | 0.092 | 0.097 
0.220 0.293 0.367 0.330 0.147 
0.101 | 0.092 | 0.086 | 0.093 | 0.095 | 0.104 | 0.113 | 0.120 | 
0.257 0.403 0.403 0.367 | 0.256 
| 
0.122 | 0.101 | 0.079 0.075 0.102 | 0.099 | 0.106 | 0.113 | 
0.147 0.183 0.220 0.183 0.147 
0.101 | 0.075 | 0.068] 0.072 | 0.093 | 0.099 | 0.110 | 0.1¢6 | 
0.257 0.293 0.293 0.110 | 0.146 
0.174 


The average value of the minimal blood sugar =0.076% 
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TABLE 
Experiments with 
Duration of Before 
Body weight bree feeding or glucose 
No. Sex 7" Ke Condition fasting and ad- 
(days) renalin 
Blood sugar (%) 0.079 
Normal 
125 aa mixed diet : Pohvie Gages pat 
a) 86 7 8 Blood sugar (%) 0.084 
: Blood acetal- 0.147 
dehyde (mg%) r 
126 a 2 2 Blood sugar (%) 0.090 
F . Blood acetal- 0.110 
dehyde (mg%) : 
127 ‘3 Blood sugar (%) 0.095 
‘ 8.5 2 7 Blood acetal- 0.220 
: pe dehyde (mg%) ; 
( ) Blood sugar (%) 0.087 
average Blood acetal- 0.147 
A dehyde (mg%) 5 
125 £ Protein-fat Blood sugar (%) 0.081 
3 8.5 diet 7 Blood acetal- 0.183 
dehyde (mg@%) : 
126 6 Blood sugar (%) 0.092 
5 . 22 7 Blood acetal- » 0.110 
: dehyde (mg%) 4 
127 KS Blood sugar (%) 0.095 
; ; ” 7 Blood acetal- 0.073 
Zoe ae a ‘ . ; dehyde (mg%) 2 
: Blood sugar (%) 0.089 
(average) Blood acetal- 0.122 
eat ot ; es dehyde (mg%) 5 
125 : Blood sugar (%) 0.077 
i 6.3 Fasting 7 Blood acetai- O28 
dehyde (mg%) 220 
126 ae i , Blood sugar (%) 0.079 
4 . Blood acetal- 0.073 
> dehyde (mg%) we 
127 Ve x Blood sugar (%) 0.102 
i . 7 Blood acetal- 0 
Cars| ie dehyde (mg%) 110 
Blood sugar (%) 0.086 
(average) Blood acetal- 
dehyde (mg%) 0.134 
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After glucose and adrenalin 


Maximal increase 
value of blood 


sugar & of blood 

hour} lh. | 13h. QMS ase eh. 3h. 32h 4h. acetaldehyde. 
0.115 | 0.152 | 0.182 0.181 | 0.166 | 0.127 | 0.110 | 0.084 0.103 
0.073 0.147 0.183 0.183 0.073 
0.139) | 0.193} 0.217 | 0.195} 0.1738 | 0.131 | 0.125 |" 0.101 0.127 
0.183 0.257 0.220 0.183 0.110 
0.141 | 0.219 | 0.224) 0.170 | 0.163 | 0.141 | 0.127 | 0.104 0.134 
0.147 0.147 0.183 0.183 0.073 
0.166 | 0.202 | 0.195 | 0.193 | 0.175 | 0.132 | 0.124 | 0.110 0.107 
0.220 0.330 0.367 0.293 0.147 
0.118 
0.101 
0.164 | 0.181 | 0.200; 0.195 | 0.181 | 0.152 | 0.145 | 0.117 0.119 
0.147 0.183 0.220 0/220 0.0387 
0.150 | 0.245 | 0.209 0.197 O91 | RON 865) 05155)" 022 0.153 
0.110 0.073 0.110 0.147 0.037 
0.141 | 0.170 | 0.197 | 0.268 | 0.199 | 0.154 } 0.136 | 0.124 0.173 
0.073 0.110 0.147 0.110 0.074 
0.148 
0.049 
0.136 | 0.168 | 0.180 | 0.164 | 0.152 | 0.148 | 0.132 | 0.120 0.113 
0.110 0.220 0.257 0.257 0.037 
0.170 | 0.221 | 0.228 | 0.230 | 0.184 | 0.161 | 0.145 | 0.129 | . 0.151 
0.147 0.073 0.147 0.183 0.110 
0.155 } 0.182 | 0.232 | 0.190 | 0.182 | 0.139 | 0.129.| 0.127 0.130 
0.037 0.110 0.073 0.147 0.037 
0.131 
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B. ExXpreriIMENTS WITH FRUCTOSE. 


30 grams of fructose dissolved in 150 ce. of luke-warm water 
were administered orally. Blood samples were extracted from the 
vein before the administration of fructose and every 30 minutes 
after it for 4 hours and the determination of blood fructose was 
made by 8S. van Creveld’s method. To determine the value of 
the blood acetaldehyde, blood was educed from the dogs’ veins 
before fructose was given and after it every 60 minutes for 4 hours. 
The blood acetaldehyde was determined by Takahata-Kume’s 
method. The procedure of the experiment of fructose and insulin 
or fructose and adrenalin is the same as in the experiment with 
elucose. 

Results. 


In the experiments with a mixed diet (Table VII) the value of 
blood acetaldehyde before fructose was given was between 0.037 
and 0.293 me%, with an average of 0.167 me%. After the provi- 
ding of fructose the blood acetaldehyde gradually increased and 
reached its maximal value after two or three hours, the maximal 
inerease value being from 0.147 to 0.329 mg% with an average of 
0.220 me%. The maximum dietary fructose in the blood was 
0.014 @ %, but it could not be proved after three hours. 

In the experiments with a protein-fat diet (Table VIII), with 
fastine (Table IX), and with carbon tetrachloride poisoning 
(Table XII), it was found that the time of persistence of dietary 
fructose in the blood was often extended and moreover, the rate 
of increase rose, showing the existence of disturbances of the 
fructose metabolism; and also that the disturbances of the fructose 
metabolism in cases of a protein-fat diet and fasting were slighter 
than those in cases of carbon tetrachloride poisoning. The average 
values of the blood acetaldehyde before the giving of fructose were 
respectively lower in contrast with those of animals given the 
mixed diet; and after providing fructose blood acetaldehyde in-° 
creased gradually, revealing an average maximal increase value 
of 0.143, 0.147 and 0.110me% respectively. These values show 
that the rate of increase of the blood acetaldehyde after providing 
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TABLE 
Experiments with fructose :— 
No ody Duration Before 
weight Condition es AL 
Sex in Kg i oy ieee pvr 
(days) tration 
oe Normal . Blood fructose (%) 0 
; mixed diet Blood acetal- 0.183 
dehyde (mg%) A 
125 Blood fructose (% ) 0 
7.6 ” 7 
4 Blood acetal- 0.073 
dehyde (mg%) ; 
Blood fructose (%) 0 
8.0 9 . 
Blood acetal- 0.147 
dehyde (mg% ) ; 
: Blood fructose (%) 0 
9. "3 as Blood acetal- 0.183 
dehyde (mg%) 5 
126 i Blood fructose (%) 0 
9.5 ” ff 
4 Blood acetal- 0.037 
dehyde (mg%) i 
Blood fructose (%) 0 
9.0 ” 9 
Blood acetal- 0.220 
dehyde (mg%) ee 
Blood fructose (%) 0 
8.6 2 5 
Blood acetal- 0.293 
dehyde (mg%) : 
127 Blood fructose (%) 0 
9.0 ” uf B 
4 : lood acetal- 0.254 
dehyde (mg%) : 
Blood fructose (%) 0 
9 ” 
Oe z Blood acetal- 6.146 
dehyde (mg%) ; 
; : Blood fructose (%) 0 
average By 
Blood acetal 0.167 


dehyde (mg% ) 


VII. 
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After fructose administration 


Maximal in- 
crease value of 
blood fructose 

& of blood 


a eM (5 € 1 
3 hour! 1) he 12h 2h. eile Wes 4h acetaldehyde 

0.004 | 0.004 | 0.006 | 0.008 | 0 0 0 0.008 
0.220 0.293 0.367 0.257 0.184 
0.006 | 0.008 | 0.610 | 0.008] 0.004) 0 0 0.010 
0.220 0.220 0.330 0.293 0.257 
0.004 | 0.006 | 6.012 | 0.004 | 0.008 | 0 0 0.012 
0.330 0.476 0.367 0.367 0.329 
0.012 | 0.012 | 0.008 | 0.004 | 0.002} 0 0 0.012 
0.183 0.330 0.293 0.293 0.147 
0.008 | 0.014} 0.008} 0 0.004 | 0. 0 0.014 
0.110 0.220 0.257 0.183 0.220 
0.004 | 0.008 | 0.004] 0 0 0 0 0.008 
0.367 0.404 0.404 0.330 0.184 
0.004 | 0.006 | 0.004] 0.006} 0 0 0 0.006 
0.330 0.513 0.476 0.367 0.220 
0.002 | 0.006 | 0.014} 0 0 0 0 0.014 
0.403 0.440 0.330 0.293 0.183 
0.006 | 0.012} 0.008 | 0.004} 0 0 0 0.012 
0.257 0.257 0.367 0.330 0.257 
0.011 
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TABLE 


Experiments with fructose :— 


Duration Before 
No. Body Se of fructose 
weight Condition feeding addthinis: 
Sex in Kg (days) tration 
7.3 RSP ea ? Blood fructose (%) | Cen) 
diet Blood acetal- | 0.220 
dehyde (mg@% ) os 
125 7.4 Blood fructose (%) 0 
” 8 
Blood acetal- 
6 dehyde (mg% ) a7 
ea A Blood fructose (%) 0 
‘i 10 Blood acetal- 0.183 
dehyde (mg%) : 
94 Blood fructose (% ) 0 
” 6 | 
Blood acetal- 
dehyde (mg%) 0.110 
126 9.1 Blood fructose (%) 0 
” 8 
Blood acetal- 
6 dehyde (mg%) eae 
9.4 Blood fructose (%) 0 
- a0 Blood acetal- 0.110 
dehyde (mg% ) 5 
9.4 Blood fructose (%) 0 
” 6 
Blood acetal- 
dehyde (mg%) 0.037 
127 9.0 Blood fructose (%) 0 
” 8 
Blood acetal- 
6 dehyde (mg% ) 0.188 
8.9 Blood fructose (%) 0 
2 10 Blood acetal- 0.110 
dehyde (mg%) ; 
Blood fructose (%) 0 
(average) Blood acetal- 0.145 
dehyde (mg%) Y 
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WANE 
Protein-fat diet. 


After fructose administration Maximal in- 
crease value of 
Cr 75 = —y Stee blood fructose 
1 : 1 5 aut 1 & of blood 
Ebour) 1h | leh. | 2b | 2h | Bh. | 8h | 4h. | oe achvae. 

0.008 | 0.012 | 0.012 | 0.008 | 0.006 | 0.004. 0 0 0.012 
0.257 0.293 ; 0.330 0.293 0.110 
0.006 | 0.016 | 0.012 | 0.020 | 0,004 0 0 | 0 0.020 
0.147 0.183 0.257 0.287 | 0.110 
0.010 0.008 | 0.018 | 0.010 | 0.004 | 0.004 0 0 0.018 
0.293 0.330 0.330 0.257 | 0.147 
0.008 | 0.020 | 0.018 | 0.004 | 0.004 | 0.006 0 0 0.020 
0.183 0.220 0.183 0.183 0.110 
0.022 | 0.024 | 0.010 | 0.008 | 0.008 0 0 0 0.024 
0.330 0.530 0.403 0.367 | 0.183 
0.010 | 0.008 | 0.018 | 0.012 | 0.004 | 0.004 0 0 0.018 
0.220 0.257 0.183 0.220 0.147 
0.004 | 0,008 | 0.016 | 0.004 | 9.004 | 0.092 0 0 0.016 
0.073 0.147 0.183 0.110 0.147 
0.004 | 0.014 | 0.008 | 0.020 | 0.008 | 0.006 0 0 0.020 
0.257 | 0.330 0.293 0.220 0.147 
0.012 | 0.006 | 0.008 | 0.012 | 0.004 | 0.604 0 0 0.012 
0.147 0.220 0.293 0.293 0.183 
0.018 
0.143 
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TABLE 
Experiments with 
Duration Before 
No Body of fructose 
weight Condition fasting adminis- 
Recs in Kg (days) tration 
Blood fructose (%) 0 
5.8 Fasting qd Blood acetal- 0.147 
dehyde (mg%) 
125 Blood fructose (%) 0 
5.4 ” 9 Blood acetal- 
0.110 
4 dehyde (mg%) 
Blood fructose (%) 0 
5.1 ts - Blood acetal- 0.073 
dehyde (mg% ) 
Blood fructose (%) 0 
Ti. » q Blood acetal- 0.073 
dehyde (mg%) 
Blood fructose (%) 0 
126 9 
a4 ? Blood acetal- 0.110 
S$ dehyde (mg% ) 
Blood fructose (% ) 0 
7.0 % Blood acetal- 0.110 
dehyde (mg%) : 
Blood fructose (%) 0 
7.2 » 7 Blood acetal- 0.073 
dehyde (mg%) 
127 Blood fructose (%) 0 
6.5 2 2 Blood acetal- 0.147 
6 dehyde (mg%) 
Blood fructose (%) 0 
6.2 . S Blood acetal- 0.147 
dehyde (mg%) 
Blood fructose (%) 0 
(average) Blood acetal- 0.110 


dehyde (mg%) 


IX, 


fructose :—fasting. 
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After fructose administration 


Maximal in- 
crease value of 
blood fructose 

& of blood 


~Zhour| 1h. | 12h 2h. |) 23 i ont 32 h. 4h. destaldehnda 

0.006 | 0.008 | 6.018 | 0.010 | 0.006 | 0.006 0 0 0.018 
0.257 0.257 0.330 9.183 0.183 

0.004 | 0.020 | 0.018 | 0.014 | 0.004 | 0.004 0 0 0.020 
0.147 0.183 0.220 0.183 0.110 

0.010 | 0.022 | 0.018 | 0.006 | 0.004 0 0 0 0.022 
0.073 0.147 0.183 0.147 0.110 

0.018 | 0.020 | 0.020 | 0.014 | 0.010 | 0.004 0 0 0.020 
0.037 0.183 0.293 0.110 0.220 

0.004 | 0.008 |} 0.022 | 0.018 | 0.008 0 0 0 0.022 
0.183 0.257 0.220 0.220 0.147 

0.008 | 0.016 | 0.016 | 0.010 | 0.008 | 0.002 0 0 0.016 
0.110 0.147 0.220 0.110 0.110 

0.006 | 0.016 | 0.008 | 0.004 0 0 0 0 0.016 
0.147 0.183 0.220 0.100 0.147 

0.004 | 0.018 | 0.014 | 0.010 | 0.008 | 0.004 0 0 0.018 
0,183 0.257 0.330 0.220 0.183 

0.018 | 0.012 | 0.008 | 0.012 | 0.L04 0 0 0 0.018 
0.229 0.220 0.257 0.220 0.110 

0.019 
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TABLE 
Experiments with 
: Duration Before 
No. Body a? of feeding fructose 
weight Condition | 9). fasting _ and 
Sex in Kg (days) insulin 
~ : Blood fructose (%) 0 
125 Normal 6 
7.9 ixed diet Blood acetal- 0.220 
fo) ey dehyde (mg% ) 
126 Blood fructose (%) 0 
5 9.1 ? 6 Blood acetal- 0.110 
$ dehyde (me% ) 
Blood fructose (%) 0 
me 9.2 r 6 Blood acetal- 0.073 
3 _|__ dehyde (mg%) 
Blood fructose (%) 0 
(average ) Blood acetal- 0 
: 134 
dehyde (mg% ) 
125 Protein-fat 7 Blood fructose (%) 0 
8.0 diet Blood acetal- 0.073 
$ dehyde (mg% ) 
Blood fructose (%) 0 
2 
vas 9.4 fe 7 Blood acetal- 0.110 
8 dehyde (mg%) ; 
TY Blood fructose (%) 0 
9.1 iis 7 Blood acetal- 0.147 
3 dehyde (mg% ) } 
Blood fructose (%) 0 
(average) Blood acetal- 
dehyde (mg%) 0.110 
125 : ea ic Blood fructose (%) 0 
“4 6.2 Fasting ff Bisodewectals afte 
2 dehyde (mg%) ; 
126 8.0 V 7 Blood fructose (%) 0 
Blood acetal- 0.110 
6 dehyde (mg%) i 
127 6.9 K 7 Blood fructose (%) 0 
e Blood acetal- 0.183 
co dehyde (mg%) : 
Blood fructose (%) 0 
(average) Blood acetal- 0.145 
dehyde (mg% ) f 
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Xx. 


fructose and insulin. 


After fructose and insulin Maximal in- 
crease value of 
si blood fructose 
1 5 1 ¢ 91 ‘ 1 & of blood 
= hour! 1h. 13h. 2 hy 26 h. 3h. 33 h. 4h. acetaldehyde 
0.006 | 0.012 | 0.008 | 0.004 0 0 0 0 “77 02012 
0.367 0.513 0.440 0.330 0.293 
0.012 | 0.010 | 0.012 | 0.008 | 0.004 0 0 0 0.012 
0440 | 0.476 0.367 0.293 0.366 
0.010 | 0.006 | 0.006 | 0.008 | 0.002 0 0 0 0.010 
0.293 0.330 0.330 0.257 0.257 
0.011 
0.305 
0.008 | 0.020 | 0.018 | 0.020 0.008 | 0.004 0 0) 0.020 
0.147 0.220 0.293 0.183 0.220 
0.012 | 0.010 | 0.024 | 0.024 | 0.006 | 0.004 0 0 0.024 
0.183 0.293 0.293 0.220 0.183 
0.004 | 0.020 | 0.016 | 0.012 0.004 | 0.006. 0 0 0.020 
0.330 0.403 | 0.367 0.367 0.256 
| 2 = = 
0.021 
0.220 
0.004 | 0.008 | 0.018 | 0.012 | 0.008 | 0.006 Oo. 0 0.018 
0.257 0.293 0.293 0.220 0.146 
0.010 | 0.020 | 0.014 | 0.004 | 0.006 | 0.002 0 0 0.020 
0.367 0.440 0.403 0.403 0.330 
0.012 | 0.018 | 0.010 | 0.010 | 0.008 | 0.004 | 0.004 0 0.018 
0.330 0.330 0.257 0.110 0.147 
: 0.019 
0.208 
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TABLE 
Experiments with 
, Duration Before 
No Body = ie of feeding fructose 
weight Condition | 4). fasting and 
Sex in Kg (days) adrenalin 
125 7.4 Normal 6 Blood fruetose (%) 0 
: mixed diet Blood acetal- 0.073 
3 dehyde (mg%) 
126 a if 6 Blood fructose (%) 0 
; Blood acetal- 0.147 
6} dehyde (mg%) 
127 oe te 6 Blood fructose (%) 0 
a Blood acetal- 
se 0.110 
3 dehyde (mg% ) 
Blood fructose (%) 0 
(average) Blood acetal- 0.110 
dehyde (mg%) ; 
125 7.0 Protein-fat 7 Blood fructose (%) 0 
> diet Blood acetal- 0.110 
5 dehyde (mg% ) : 
126 9.5 _ 7 Blood fructose (%) (0) 
: Blood acetal- 0.110 
é dehyde (mg%) : 
127 9.7 . 7 Blood fructose (%) 0 
5 ‘ Blood acetal- 0.037 
: dehyde (mg% ) ae 
Blood fructose (%) 0 
(average) Blood acetal- 0.086 
dehyde (mg%) ‘ 
125 is ata Blood fructose (%) 0 
8 a Pasting Blood acetal- 0.183 
as dehyde (mg% ) ; 
126 15 cd 7 Blood fructose (% ) 0 
8 ; Blood acetal- 0.073 
dehyde (mge% ) pa 
eH? 7.3 : 7 Blood fructose (%) 0 
8 ; Blood acetal- 0.220 
dehyde (mg%) 
Blood fructose (%) 0 
(average) Blood acetal- 


dehyde (mg%) 
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pxalie 
fructose and adrenalin. 

After fructose and adrenalin Maximal in- 
crease value of 
blood fructose 

4 1 1 A & of blood 

hour} Lh. 1h 2h. 25h 3 lab Zh. 4h avetaldehyda 
0.008 | 0.008 | 0.004 0 0.002 0 0 0 0.008 
0.110 0.147 0.183 0.147 0.110 
0.004 | 0.002 | 0.008 | 0.006 | 0.004 0 0 0.008 
0.183 0 220 0.220 0.183 0.073 
0.006 | 0.004 | 0.004 | 0.002 | 0.008 0 0 0 0.008 
0.183 0.183 0.257 0.220 0.147 
0.008 
0.110 
0.010 | 0.016 | 0.018 | 0.010 | 0.008 0 0 0 0.018 
0.147 0.147 0.183 0.110 0.073 
0.018 | 0.012 | 0.016 } 0.008 | 0.008 | 0.004 0 0 0.018 
0.110 0.147 0.220 0.183 0.110 
0.008 | 0.026 | 0.012 | 0.010 | 0.004 | 0.006 0 0 0.020 
0.110 0.073 0.110 0.073 0.073 
0.019 
0.085 
0.010 | 0.012 | 0.020} 0.010 | 0.004 0 0 0 0.020 
0.147 0.220 0.257 0.110 0.074 
0.008 | 0.020 | 0.016 | 0.004 | 0.006 | 0.004 0 0 0.020 
0.073 0.147 0.147 0.037 0.074 
0.018 | 0.008 | 0.006 | 0.008 | 0.008 | 0.006 0 0.018 
0.183 0.257 0.293 0.257 0.073 
0.019 


0.074 
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fructose is lower than that in cases of mixed diet, but when com- 
pared with the experiments with glucose, the above-mentioned 
rates of increase of the blood acetaldehyde respectively prove to be 
larger. 

The injection of insulin or adrenalin seems to exert no influence 
-on the increase rate and or on the evanescence time of the blood 
fructose, but the maximal increase value of the blood acetaldehyde 
after giving insulin or adrenalin, showed respectively a greater in- 
crease or decrease in contrast with those not receiving any injection. 


Discussion. 


The existence of acetaldehyde in the blood has been proved 
by many authors (Supniewski, Gee and Chaikoff, Taka- 
hata, Kawamura, Tarumi and Wada), but the determined 
values of blood acetaldehyde have shown great disparities. It seems 
to me that these discrepancies are due both to the differences in 
experimental method, but on and to the instability of the acetalde- 
hyed itself. However, it is clear that the amount of acetaldehyde 
found in the blood is very slight. Stepp (1920-22) ascribed the 
cause to the fact that acetaldeyde is oxydized very rapidly in the 
living body. Judging from the experimental result that the value 
of blood acetaldehyde reached its maximum two or three hours 
after the providing of sugar, it is conceivable that the oxydative 
decomposition of sugar in the living body is in full operation at 
that time. 

On the other hand, it is clear from various experiments 
(Roubitschek 1912, Wo6rner 1913, Sawata 1927, Miyazaki 
1936-37, Tanaka 1937, Hara 1938-1939, Takehara 1938) 
heretofore conducted, that a protein-fat diet, fasting and carbon 
tetrachloride poisoning disturb the various functions of the liver- 
and especially Prof. Kageura(1922), Nagasuye(1925), Grunke 
and Hess (1927), Ikejiri (1933), Okazaki (1934) and others, 
confirmed that the assimilation of glucose in the liver under such 
conditions is remarkably decreased. 

However, the behaviour of the liver toward various sugars is 
not always the same. It is a well-known fact that fructose is much 
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more readily utilized than glucose, not only in a normal liver, but 
also in a disordered liver (Nagasuye 1925-39, Minkowski 1893, 
Barrenschen 1914, Abe 1934). I also have observed in my 
perfusion experiments that the acetaldehyde formation from 
glucose and fructose in a disturbed liver is decreased and yet 
fructose has in this point a marked preference as compared with 
elucose. 

From my experiments with glucose it is obvious that in cases 
of protein-fat diet, of fasting or of carbon tetrachloride poisoning, 
the hyperglycemia after glucose was given comes forth more 
markedly than in cases of mixed diet. These results accord with 
those of all studies hitherto conducted. The maximal increase 
value of the blood acetaldehyde in these cases was smaller than 
in those of a mixed diet. In my experiments with fructose I found 
that the maximal increase value of blood acetaldehyde in all cases 
of protein-fat diet, of fasting or of carbon tetrachloride poisoning 
is smaller than in that of a mixed diet, and in these abnormal 
conditions a disturbance of the fructose metabolism, can be seen. 
That is, the maximal increase value of blood acetaldehyde in cases 
of experimental disturbances of the sugar metabolism is lower than 
that of normal animals. The cause of this fact lies perhaps. in the 
decrease of acetaldehyde formation in the liver due to the decline 
of its function at that time. Furthermore, it is probable that 
under such disturbances of the sugar metabolism, a confusion of 
the oxydation of sugar also occurs in the living body. We can 
infer from this that the disturbance of the sugar oxydation is a 
chief cause of the strong hyperglycemia, in cases of disturbances 
of the sugar metabolism. Moreover, the maximal increase value 
of the blood acetaldehyde is usually larger after the providing 
of fructose than of glucose. From this fact, we can conclude 
that fructose can be more readily utilized in a living body than 
glucose. There are some determinations proving my assertion. 
Birger (1921), Bornstein and Hohn (1924) remarked that 
generally the respiratory quotient after taking in fructose ascends 
more rapidly and higher than that after giving glucose and they 
coneluded that fructose can be oxydized in a shorter time than 


’ 
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glucose when taken into a living body. 

Regarding the influences of insulin or adrenalin on blood 
acetaldehyde, Kume (1927) and Supniewski pointed out that 
blood acetaldehyde decreases after the injection of insulin, while 
Kawamura asserted that it increases after the injection and will 
reach its maximum after two or three hours. Wiechmann(1924), 
Cuena (1927) and others reported that the oxydation of sugar 
in the living body can be accelerated by the action of insulin, 
Tarumi stated that blood acetaldehyde does not decrease after the 
injection of adrenalin. 

From the results of my experiments with insulin or adrenalin 
I noticed that blood sugar decreases after the injection of insulin 
and increases after the injection of adrenalin, and that as for the 
maximal increase value of the blood acetaldehyde, the order was 
reversed. Judging from these facts it seems to me likely that the 
active oxydative decomposition of sugar plays an important role 
on the factor of hypoglycemia due to insulin and the hindrance 
of the oxydative decomposition of sugar plays an important role 
on the factor of hyperglycemia due to adrenalin. 

Though there are no definite opinions concerning the influence 
of insulin on fructose (Cori 1927, Basch and Pollak 1927, 
Schnapper, Griinbaum and Creveld 1926, lida 1935), how- 


ever, it is generally admitted that the promotion of the oxydation 


of fructose through insulin does not appear so markedly as that 


of glucose. Wakana (1937) asserts that insulin has no influence 
on the disturbances in converting fructose into glucose which 
originated in the disturbances of liver, and that the influence of 


insulin can only occur after the conversion has been accomplished. 
In my experiments I observed that the injection of insulin or of 


adrenalin has no influence on the increase rate of blood fructose 
and on its vanishing time from the blood; but the maximal increase 


value of blood acetaldehyde after the insulin or adrenalin injection 
was higher or lower than that of experiments with animals not 
injected. Considering these facts, it is possible that both the 


endocrine substances, insulin and adrenalin, act chiefly after the 


formation of glycogen in the liver from fructose. 
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II. Clinical investigations on the blood 
acetaldehyde. 


It is a commonly-known fact that in diabetes mellitus and 
even in diseases of the liver at times, disturbances of the sugar 
metabolism are seen. Each internal organ of the body is so related 
to the others that functional disturbances of the liver may be 
aroused by disorders of other organs thereby often causing distur- 
bances of the sugar metabolism secondarily, as can be seen in 
Basedow’s diseases, pulmonary tuberculosis and the like. It is 
indeed an interesting problem to inquire into the process of the 
oxydative decomposition of sugar found in the bodies of patients. 
Therefore I have made a series of observations on the patients in 
our clinic upon the rejiation between their blood sugar and blood 
actaldehyde. 

The method of investigation:—Sakaguechi’s test meal was 
given as breakfast early in the morning (30 grams of glucose dis- 
solved in 150 ee. of luke-warm water was given in case the patient 
lacked appetite). Blood samples were educed before the meal and 
every 30 minutes after it for 3 hours, and the blood sugar measured 
by Hagedorn-Jensen’s method. As for the determination of 
the blood acetaldehyde, the patient’s blood was taken from a vein 
three times, that is before the meal, and two hours and three hours 
after the meal. Immediately 5.0 ce of the educed blood was used 
for the determination, which was made by Takahata-Kume’s 
method. At that time the urine of the same patient was taken 
four times, before and after the meal three times at intervals of 
one hour. At first on each portion of the urine a qualitative re- 
action of sugar was made by means of Haines’s and Nyland er’s 
method and only when it showed a positive reaction was the urine 
sugar measured by Pavy-Kumagawa-Sudo’s method. 

As a control twelve healthy persons were used (Table XIII). 
The results obtained from the control persons were as follows: 
The acetaldehyde in the blood taken while in a state of hunger 
early in the morning was from 0.078 to 0.293 me% with an average 
of 0.159mg%. The blood acetaldehyde increased after the meal, 
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with the maximal increase value of from 0.147 to 0.330 me% and 
an average of 0.217mge%. In all cases the rate of the dietary 
hyperglycemia was found to be within the normal limits. 

Results from patients: In the experiments with ten cases of 
diabetes mellitus (Table XIV), seven cases, namely Nos. 1, 5, 6, 

-7, 8, 9 and 10 showed a hyperglycemia which is much stronger 
than that of a normal state. Out of these cases, two patients, 
Nos. 5 and 10, were found to have another complicating disease. 
The maximal increase value of blood acetaldehyde in all these 
cases was found to be less than that of healthy persons. The 
hyperglycemia of patients Nos. 2, 3 and 4 was relatively lighter 
than that of the above-mentioned seven cases, and their maximal 
increase value of blood acetaldehyde was in each somewhat on the 
same standard as that of a healthy person. Out of six cases. of 
Basedow’s disease (Table XV) four patients, namely Nos. 1, 2, 
3 and 5 had a stronger hyperglycemia than that of normal persons. 
Patient No. 5 had also diabetes mellitus in complication. In all 
these cases, the maximal increase value of the blood acetaldehyde 
was found to be less than that of normal persons. In eases No. 4 
and 6 and one case of non-Basedow’s struma (No. 7) the maximal 
increase value of the blood acetaldehyde and the degree of hyper- 
elycemia were found to be very close to the normal. In ten cases 
of pulmonary tuberculosis (Table XVI), of which patients Nos. 1, 
2. 3, 4 and 5 had slighter eases, the maximal increase value of the 
blood acetaldehyde and the hyperglycemia were found to be almost 
equal to those of normal persons; while in the heavier cases, Nos. 6, 
7, 8, 9 and 10, hyperglycemia was found to be stronger and the 
maximal increase value of the blood acetaldehyde lower than that 
of a normal condition. 

Out of twelve patients with diseases of the liver and gall- 
bladder, (Table XVII), in four cases of cholelithiasis (Nos. 1, 2, 3 
and 5), one case of acute cholecystitis (No. 4), one case of cancer 
of the liver (No. 10) and one case of congestion of the liver 
(No, 12), the hyperglycemia and the maximal increase value of 
the blood acetaldehyde were found to be equal to those of normal 
persons. Hyperglycemia in two cases of icterus catarrhalis (Nos. 6 
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TaBLE XIII. 
Before 
Noi Name ae Test meal Side 
Blood sugar (%) 0.086 
19 Sakaguchi’s | Blood actal- 0.183 
1 T. FB. ° test meal dehyde (mg%) 
Urine sugar (>) 
Blood sugar (%) 0.070 
18 Blood actal- 
5 LS. : re delsde Gie%) 0.110 
Urine sugar Co) 
Blood sugar (%) 0.099 
18 Blood actal- 
3 U.S : ” dehyde (meee) 0.073 
Urine sugar (=) 
Blood sugar (%) 0.104 
7 Blood actal- 99 
4 A.S ; ” dehyde (mge%) 0.220 
Urine sugar (=) 
Blood sugar (%) 0.079 
24 Blood actal- 
5 M.T : ” dehyde (mg%) 0.110 
Urine sugar C=) 
Blood sugar (%) 0.093 
4 26 Zs Blood actal- 
6 AYES i dehyde (mg%) 0.183 
Urine sugar (~) 
Blood sugar (%) 0.068 
25 Blood actal- 
7 LASS ” dehyde (mg%) 0.073 
Urine sugar (=) 
Blood sugar (%) 0.083 
26 Blood actal- 
8 A.G. : dehyde (mg%) 0.110 
Urine sugar (—) 
Blood sugar (%) 0.099 
27 oe Blood actal- 
9 H.S ‘ deh osc ee) 0.147 
Urine sugar E) 
Blood sugar (%) 0.106 
27 Blood actal- 
10 H. Se. ” 
e ‘ dehyde (mg%) 0.293 
Urine sugar (—) 
Blood sugar (%) 0.063 
22 Blood actal- 
. lal a” is 
11 x 9 dehyde (mg% ) 0.147 
Urine sugar (-) 
Blood sugar (%) 0.077 
19 Blood actal- 
12 ikea) ” 
: dehyde (mg%) 0.257 
Urine sugar (—) 
Game Blood actal- 0.159 


dehyde (mg%) 
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Healthy. 
After test meal Maximal increase 
== = value of blood 
3 hour lh 14 h. PAA ae Behe acetaldehyde 

0.101 0,104 0.120 0.092 0.084 
0.293 0.367 0.184 

(=) eS) a=) 

0.104 0.106 0.122 0.124 0.099 
0.367 0.440 0.330 

) (2) (e) 

0.090 0.115 0.125 0.127 0.095 
0.220 0.220 0.147 

Kis") (=), Cc) 

0.116 0.136 0.139 0.118 0.084 
0.403 0.367 0.183 

c=) C=) c>) 

0.090 0.113 0.129 0.132 0.101 
0.293 0.330 0.220 

—) C=) ) 

0.110 6.124 0.118 0.115 0.093 
0.367 0.330 0.184 

Ca) Cay (=) 

0.084 0.129 0.122 0.102 0.101 
0.257 0.257 0.184 

C7) c—) Col 

0.101 0.115 0.131 0.127 0.108 
0.293 0.183 0.183 

Ss (-) (-) 

0.115 0.138 0.129 0.120 0.110 
0.440 0.476 0.329 

=") (=) (—) 

0.122 0.134 0.132 0.122 0.104 
0.513 0.440 0.220 

; Ge) cy (=) 

0.102 0.111 0.125 0.113 0.101 
0.257 0.330 0.183 

(FS) ‘ =) c=) 

0.093 0.127 0.124 0.118 0.086 
0.513 0.403 0.256 

eS) C=) C) 


TABLE 
Diabetes 
= | 
No. Name ae Diagnosis | Test meal 
| Blood sugar (%) 
26 on : elena Fey hi’ lood acetal- 
Diabetes _ Sakaguchis| Bloo 
1 S. H. a mellitus test meal dehyde (mg% ) 
3 | Urine sugar (%) 
Blood sugar (%) 
fay Blood acetal- 
2 M. G. ” | ~ dehyde (ng% ) 
3 | Urine sugar (%) 
| 
| | Blood sugar (%) 
63 | Blood acetal- 
eS as H % re dehyde (mg% ) 
3 | Urine sugar (%) 
| Blood sugar (%) 
46 | Blood acetal- 
4 Ms 1B . 28 | Hs dehyde (mg%) 
8 | Urine sugar (%) 
4 Dighetes Blood sugar (%) 
7 : 6 melliaies Glucose Blood acetal- 
5 TI £ Nephritis 30 gm. dehyde (mgQZ ) 
= chronica Urine sugar (%) 
i Blood sugar (%) 
| 57 | Diabetes | Sakaguchi’s| Blood acetal- 
6 Mo At - mellitus test meal oe ae 
Trine sugar (% 
Blood sugar (%) 
f eM . Blood acetal- 
a ish IK. , ” dehyde Gng%) 
io) Urine sugar (%) 
Blood sugar (%) 
36 - Blood acetal- 
8 KS: f os dehyde (mg% ) 
+ Urine sugar (%) 
7 Blood sugar (%) 
a do] Blood acetal- 
9 Tig Tate 2 dehyde (mg%) 
? Urine sugar (%) 
56 Diabetes Blood sugar (%) 
10 KK P mellitus - Blood acetal- 
eS Nephritis dehyde (mg% ) 
chronica Urine sugar (%) 
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XIV. 
mellitus. 
Before After test meal Maximal increase 
test a= — value of blood 
meal 4 hour lhe 13 h. PAN, 23h Bi, acetaldehyde. 
Oad 0.278 0.278 0.288 0.253 0.208 0.198 
0.147 0.257 0.183 0.110 
) (2.77) (2.50) (1.47) 
0.115 0.175 0.202 | 0.222 | 0.186 | 0.152 0.134 
0.220 0.403 0.403 0.183 
(=) (0.21) (1.00) (0.35) 
0.157 0.204 0.213 0.208 0.221 0.188 
0.293 0.330 0.440 0.147 
-) (0.50) (1.80) (1.66) 
0.110. | 0.1138. | 0132 | 0.166 | 6.191 | 0.146 | 0.115 
0.183 0.183 0.330 0.147 
es c) ) Ge) 
0.150 0.208 0.236 0.296 0.230 0.219 
0.147 0.220 0.257 0.110 
C+) (4+) (++) (4+) 
O18 | 0.216 || 0810 | 318 | 0.814 | 0276 | 0272 
0.183 0.220 0.257 0.074 
C=) (3.37) (3.01) (1.54) 
0.213 | 0.296 | 0.386.| 0.350 | 0.340 0.328 
0.147 0.220 0.220 0.073 
(0.64) (3.22) (3.70) (4.34) 
0.276 | 0.333 | 0.841 | 0.368 | 0.350 | 0.831 | 0.32 
0.073 0.073 0.110 0.037 
(1.30) (3.60) (4.10) (2.97) 
0.204 | 0.280 | 0.322 | 9379 | 0-290 | 0.243 | 0.224 
0.110 0.183 0.183 0.073 
Gla) (3.10) (2.99) (1.00) 
0.211 | 0.234 | 0.284 | gang | 0.327 | 0.325 | 0.300 
0.183 0.22 0.257 0.074 
(0.71) (1.38) (2.06) (1.57) 
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TABLE 
Basedows 
Age 
No. Name Diagnosis Test meal 
Sex 
Blood sugar (%) 
1 oY 2 Basedows| Sakaguchi’s} Blood acetal- 
: 5 disease test meal dehyde (mg%) 
Urine sugar (%) 
: Blood sugar (%) 
6 
9 BS! o 3 | I) Blood acetal- 
oe 9 dehyde (mg%) 
Urine sugar (%) 
Blood sugar (%) 
a Blood acetal 
3 FH. 7 , ood acetal- 
3 : dehyde (mg%) 
Urine sugar (%) 
a Blood sugar (%) 
4 3.8 A Af Blood acetal- 
9 dehyde (mg%) 
Urine sugar (%) 
- Rancdone Blood sugar (%) 
i T.M. disease, ? Blood acetal- 
9 Diabetes dehyde (mg%) 
eae Urine sugar (%) 
‘ Blood sugar (%) 
6 K.N. Z Basedo ws a Blood acetal- 
9 disease dehyde (mg%) 
Urine sugar (%) 
a al Blood sugar (%) 
7 AGA B ane dow’s b Blood acetal- 
9 struma dehyde (mg 7%) 


Urine sugar (%) 


=, 
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XV. 
disease. 
Borere After test meal Maximal in- 
test crease value 
meal A of blood 
2 hour he 1zh 2h. 23 h. 3h. | acetaldehyde 
0.086 0.122 0.155 0.172 0.132 0.125 0.090 
0.293 0.367 0.330 0.074 
i) G) (yy ee ay 
0.088 0.134 0.148 0.166 0.150 0.131 0.101 | 
0.183 0.183 | 0.220 0.037 
(-) (-) (-) (-) 
0.095 0.115 0.168 0.153 0.122 0.111 0.086 
0.110 0.147 0.147 0.037 
(=) Cy G4) Co) 
0.084 0.129 0.132 0.129 0.124 0.120 
0.220 : 0.403 0.330 0.183. 
C=) (=) es) e 
0.253 0.298 0.321 0.376 0.382 0.330 
0.110 6.147 0.147 0.037 
(0.70) (1.60) (2.15) (3.56) 
0.072 | 0.110 | 6.154 | 0.143 | 0.118 0.079 
0.147 0.367 0.298 0.220 
(=) (=9 eee) (=) 
0.088 0.122 0.125 0.134 0.102 0.099 0.095 
0.073 0.220 0.183 0.147 
C=) (=) (Cons, (=) 
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TaBLe XVI. 
No. Name ao Diagnosis Test meal 
Blood sugar (%) 
31 Pulmonary Sakaguchi's| Blood acetal- 
I oo tuberculosis test meal dehyde (ng%) 
a Urine sugar 
r Blood sugar (%) 
E 26 * Blood acetal- 
9 eas 2 dehyde (mg%) 
cs Urine sugar 
s Blood sugar (%) 
24 , x Blood acetal- 
3 LS. A ; dehyde (mg%) 
° Urine sugar 
. Blood sugar (%) 
fe ae 7 in Blood acetal- 
4 D. T. dehyde (mg% ) 
5 Urine sugar 
Se Blood sugar (%) 
i aor ee te x Blood acetal- 
5 f rn dehyde (mg% ) 
Cc Urine sugar 
43 Pulmonary Blood sugar (%) 
6 a tuberculosis, % Blood acetal- 
ame 4 Peritonitis dehyde (mg% ) 
tuberculosa Urine sugar 
29 Pulmonary ; Blood sugar (%) 
7 KT? 3 tuberculosis, Glucose Blood acetal- 
: 9 Intestinal 30 gm. dehyde (mg% ) 
tuberculosis Urine sugar 
98 __ | Blood sugar. (%) 
8 wt Pulmonary Sakaguchis| Blood acetal- 
: 9 tuberculosis test meal dehyde (mg% ) 
Urine sugar 
95 Blood sugar (%) 
9 NOT ee es Glucose Blood acetal- 
as 9 30 gm. dehyde (mg% ) 
Urine sugar 
34 Pulmonary Blood sugar (%) 
10 IK tuberculosis, a Blood acetal- 
ar 3 Laryngeal dehyde (mg%) 
tuberculosis Urine sugar 
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Tuberculosis. 

Before After test meal Maximal increase 
test value of blood 
meal 3 hour ab ey, IF hb. 2h. 3h acetaldehyde 
0.101 0.111 0,120 0.139 0.124 0.117 
0.110 0.220 0.293 0.183 

ne) i) a) i=) 
0.079 0.117 0.118 0.136 0.132 0.110 
0.183 0,257 0.330 0.147 
(=) C=) jC Co 
0.090 0208 4\-'0:127" |) 0.418 “| 0,118. 4) 9 0.081, | 
0,073 0.257, 0.257 0.184 
i) cs) Cs) \oa) 
0.075 0.099 0.106 0.131 0.117 0.097 
0.220 0.403 0.367 0.183 
C=) (=) ey) (Go) 
0.093 | 0110 | 0124 | 0125 | 0.120 | 0.102 | 
0.110 0.293 0.330 0.220 
=) c—) (=) C=) 
0.092 0.127 0.148 0.168 0.136 0.108 
0.110 0.183 0.220 0.110 
(=) ey Ss) cs) 
0.084 0.132 0.155 0.157 0.177 0.145 
0.110 0.110 0.147 0.037 
a) ) (=) e) 
0.095 0.115 0.164 0.134 0.138 0.110 
0.037 0.110 0.073 0.073 
ci) (=) Cy Cc fj 
0.095 0.131 0.164 0.145 0.141 0.127 
0.073 0,110 0.110 0.037 
—) ) 42) (=) 
0.106 0.139 0.143 0.172 0.132 0.129 
0.147 0.147 0.183 0.036 
Soe a) (=) (=) 
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TABLE 
Diseases of the liver 
= = Age & : 
No. Name ya Diagnosis Test meal 
ye ee nba (%) 
teats Sakaguchi’s ood acetal- 
1 abla bs 5 Cholelithiasis tent Hon dehyde (mg%) 
Urine sugar 
Blood sugar (%) 
# ore 53 2 a Blood acetal- 
a Bae mS dehyde (mg@%) 
Urine sugar 
: Blood sugar (%) 
eS 25 c € Blood acetal- 
3 rae Q dehyde (mg%) 
Urine sugar 
Blood sugar (%) 
4 G.M 44 Acute Chole- a Blood acetal-. 
ea: 9 cystitis dehyde (mg% ) 
Urine sugar 
oe ae Sa (%) 
Be 4 Peet ood acetal- 
5 Sauce s Cholelithiasis » dehyde (mg%) 
Urine sugar 
Icterus Blood sugar (%) 
6 w.T 31 catarrhalis, Pe Blood acetal- 
: a Bilirubin = dehyde (mg%) 
15.5 mg% Urine sugar 
A Teterus Blood sugar (%) 
7 MI 42 eatarrhalis, A Blood acetal- 
a a Bilirubin = dehyde (mg%) 
3.8 mg% Urine sugar 
5 Blood sugar (%) 
8 H.K 62 Cancer of Glucose Blood acetal- 
ane 3 liver 30 gm. dehyde (mg%) 
Urine sugar 
= . Blood sugar (%) 
9 Y.K = Sakaguchi's| Blood acetal- 
a Q test meal dehyde (mg% ) 
Urine sugar 
44 Bipoaebasate co 
1 : ; ood acetal- 
¥ te 9 A 4 oo (mg%) 
rine sugar 
Decompensation 
74. | of mitral Blood sugar (%) 
11 Oni: regurgitation Glucose Blood acetal- 
5 | with congestion 30 gm. aoe (mg 7%) 
of the liver RADE BAS ue 
56 + Blood sugar (%) 
12 I. 7. * Sakaguchi's| Blood acetal- 
3 test meal dehyde (mg% ) 
Urine sugar 
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EXaValiie 
and Gall-bladder, 

Before After test meal MaximaLinerease 
test value of blood 
meal 2 hour lh 13 h. Ds ey, 3h acetaldehyde 
0.088 0.099 0.106 0.113 0.136 0.101 
0.183 0.367 0.257 0.184 
(=) (r=) (=) (=) 

> 0.097 0.113 ONT. 0.131 0.120 0.074 
0.110 0.293 0.330 0.220 
C) (=) (>) (a) 
0.081 0.118 0.139 0.125 0.122 0.066 
0.147 0.367 0.367 0.220 
{—) C=) (=) =) 
0.083 0.120 0.131 0.125 0.120 0.099 
0.220 0.367 0.220 0.147 
(=—) (=) (=) (+) 
0.066 0.118 0.125 0.128 0.131 0.093 
0.183 0.330 0.293 0.147 
(~) Ce) (+) )) 
0.088 0.090 0.124 0.124 0.181 0.122 
0.073 0.147 0.147 0.074 
{~) C=) (—) (=) 
0.077 0.132 0.168 0.143 0.141 0.110 
0.110 0.110 0.147 0.037 
(—) (=) (=) (-) 
0.090 0.175 0.190 0.186 0.161 0.125 
0.073 0.110 0.073 0.037 
(=) (=) (=) =) 
0.081 0.117 0.125 0.152 0.131 0.129 
0.110 0.147 0.147 0.037 
(-) (=) (ni) a=) 
0.106 0.139 0.131 0.129 0.118 0.102 
0.147 0.220 0.293 0.146 
{-) Ce) 9) rx.) 
0.090 0.102 0.157 0.163 0.143 0.113 
0.147 0.183 0.220 0.073 
Pe) () (>) c=) 
0.110 0.129 0.134 0.131 0.127 0.102 
0.183 0.330 0.257 0.147 
ea) (~) 


ce) 
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and 7), two cases of cancer of liver (No. 5 and 9) and one case of 
congestion of the liver (No. 11) was found to be higher, while the 
maximal increase value of the blood acetaldehyde was Apts to be 
less than that of a normal condition. 


DISCUSSION. 


Diabetes mellitus, as Sakaguchi has asserted, can be con- 
sidered as a disease coming from a disturbance of the carbohydrates 
metabolism due mostly to pathological or functional alteration of 
the islands of Langerhans in the pancreas; but there exist many 
theories about the chief causes of hindrances of the carbohy drate 
metabolism. Some authors (Naunyn 1898, ete.) declare that 
disturbance of the glycogenetic function of the liver from glucose 
is the chief cause, and others that it is (Noorden 1927, etc.) the 
acceleration of the mobilization from the liver glycogen to glucose. 
Minkowski and his co-worker (1889-1922) claimed that diabetes 
mellitus can be referred to the disturbance of the oxydation of 
sugar in the living body. Other authors (Magnus-Levy 1905, 
Terata 1925, Kasuga 1937) have found hindrance of oxydation 
of sugar in patients of diabetes mellitus. Gee and Chaikoff 
remarked that there is no significant increase of acetaldehyde in 
the blood following pancreatectomy. In my experiments the 
maximal increase value of the blood acetaldehyde of patients with 
diabetes mellitus was smaller than that of normal cases, and this 
perhaps can be referred to the disturbances of the sugar oxydation 
caused by the disorder of internal secretion of the pancreas. 

Kugelmann(1930), Assmann(1931), Lichtmann(1932), 
Takimoto and Yoshida(1934), Mori(1937), Kon(1938), Ono 
(1938) and others found disturbances of the liver functions under 
the condition of experimental hyperthyreose and of Basedow’s 
disease, and according to others the disturbance of the sugar 
metabolism found in’ Basedow’s disease is due to the disorder 
of the liver function. Eppinger (1937) noted that in cases of 
Basedow’s disease the walls of the capillary vessels in the muscles 
and in other organs are thickened, causing a defect in the supply 
of oxygen and leading to disturbances of the general metabolism. 
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It is a very well known fact that in the case of pulmonary 
tuberculosis the liver is invaded by tuberculosis bacilli or by their 
toxin and functional disturbances of the liver secondarily occur. 
It is said that the extent of this hindrance of the liver is parallel 
to the progress of the disease. (Fujino 1938, Kojima 1938, 
Takahashi 1938). According to Pomplum (1931), Kasuga 
and others, the lactic acid in the blood of pulmonary tuberculosis 
patients. increases, showing disturbances of oxydation in the body. 
They ascribe the cause to the defectiveness of gas exchange within 
the lungs, consequently to a scarcity of oxygen in the body. 

Now, it is clear that disturbances of the sugar metabolism 
can be seen in patients with liver diseases, but the extent of the 
disturbance differs with the condition of the pathological liver. 
(Strauss 1901, Goodmann 1909, Harding and Nostrand 
1930, Yazaki 19384, Osajima 1937, Wakana 19387, Briih! 1938). 
Furthermore, under pathological conditions of the liver, decrease 
of alkali reserve in the blood, lack of oxygen and increase of lactic 
acid in the blood is often noticeable (Isaac 1916, Adler and 
Tablonski 1924, Valentin 1925, Elek and Molnar 1926, 
Adler and Lange 1927, Zweifel and Schelle 1927, Osajima 
1939). From these facts it is probable that in patients with liver 
diseases the oxydation of sugar in the body could not be carried 
on smoothly. 

In my experiments, when hyperglycemia of those who had 
Basedow’s disease, pulmonary tuberculosis or diseases of the liver 
and gallbladder system, was stronger than the norm, the maximal 
increase value of the blood acetaldehyde in each case was smaller 
than that of normal persons. This fact can probably be referred 
to the decline of acetaldehyde formation in the liver due to distur- 
banees of the liver function and to the hindrance of oxygen supply 
in the body. Furthermore, the disturbance of the sugar oxydation 
in the body ean be regarded as a chief cause of the strong hyper- 
elycemia in cases of disorder of the sugar metabolism, as dwelt 
on above in the clinical part. 
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SUMMARY, 


The experimental and clinical results on blood acetaldehyde 
can be summarised as follows: 

1. After giving glucose, both blood acetaldehyde and blood 
sugar eradually inerease and the former reaches its maximal value 
after two or three hours. We can see almost the same results after 
the giving of fructose, 

2. Upon providing glucose to dogs nourished with a protein- 
fat diet, under a fasting condition or poisoned with carbon tetra- 
chloride, the dietary hyperglycemia appeared stronger than in cases 
of mixed diet. The maximal increase value of blood acetaldehyde 
was just the opposite, being smaller than in cases of mixed diet. 

3. When fructose was given to dogs fed on a protein-fat diet, 
in a fasting condition or poisoned with carbon tetrachloride, the 
disturbances of the fructose metabolism were noticeable, and the 
‘maximal increase value of the blood acetaldehyde in each case is 
smaller than in that of a mixed diet. 

4. When fructose was given to dogs in normal condition or 
under experimental disturbances of sugar metabolism, the maximal 
increase value of blood acetaldehyde was larger than that after the 
giving of glucose. 

5. The maximal increase value of the blood acetaldehyde in- 
creases after insulin injection and decreases when adrenalin is in- 
jected. ; 
6. The maximal increase value of blood acetaldehyde of 
patients with diabetes mellitus was in all cases smaller than that of 
healthy persons. Moreover, the higher the hyperglycemia of the 
patients was, the smaller were the maximal increase values. 

7, Among patients with Basedow’s disease, pulmonary 
tuberculosis and diseases of the liver and the gall-bladder system, 
those who had disturbances of the sugar metabolism showed a 
smaller maximal increase value of blood acetaldehyde than that 
of normal persons. 

8. In my experimental as well as clinical investigations, the 
maximal increase value of blood acetaldehyde of individuals having 
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disturbances of the sugar metabolism was smaller than that of 
normal cases. That is, when disturbances of the sugar metabolism 
are seen, a hindrance of the oxydation of sugar also exists. 

In closing I wish to express my heartiest thanks to my 
esteemed director, Prof. Dr. Kageura for his kind efforts in 
directing this research. I wish also to express my deepest 
‘gratitude to assistant Prof. Dr. Hara for his kind assistance. 
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In the studies of nucleic acids salts of heavy metals have been 
employed as effective precipitants for their decomposition products. 
However, the precipitabilities of nucleotides and nucleosides by 
metallic salts did not undergo such rigid examinations as those of 
free purine and pyrimidine bases. 

The studies of hydrolysis of nucleotides which have been 
carried out in our institute to follow all the possible reactions in- 
volved with quantitative precision, drove us to devise the methods 
by which all the hydrolysis products, that is nucleosides, purine 
and pyrimidine bases, pentoses, pentosephosphoric esters and re- 
maining nucleotides can be determined quantitatively. For this 
purpose reagents were to be sought which would precipitate nucleo- 
tides, nucleosides, and purine and pyrimidine bases quantitatively, 
leaving the whole quantities of pentoses and pentosephosphoric 
esters in the solutions. It was found by Ishikawa (1935), 
Ishikawa and Komita (1936), Komita (1987, 1938) and 
Wakabayasi (1938) that mercuric salts, especially mercuric 
nitrate was the most useful reagent. 

We found that the nucleotides behaved quite differently to- 
ward the precipitants according to the nature of the bases and 
pentoses present in the molecules. Furthermore, there was a great 
difference between the precipitability of nucleosides and that of 
nucleotides. It is also to be noted that the precipitabilities of 
nucleotides and nucleosides vary with their concentrations. 

From our present knowledge of the precipitabilities of 
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nucleotides and nucleosides, poor selections of the precipitating 
reagents can be pointed out here and there in the experiments 
done in the past. 

In the following will be given the results of the experiments 
in which the precipitation of nucleotides and nucleosides by various 
reagents was examined. 


EXPERIMENTAL. 


The method of examination of precipitabilities. The preci- 
pitates of nucleotides and nucleosides which were formed on addi- 
tion of the reagents, were filtered through an ash-free filterpaper 
after 10 minutes’ shaking. The filtration was carried out twice 
successively. The precipitabilities were examined by determining 
the nitrogen or phosphorus contents in the filtrates by using the 
Suto modification (1927) of the Bang method, or by the Teorell 
method (1931), respectively, after the removal of metal with hydro- 
gen sulphide. 

The precipitating reagents. The freshly prepared solutions 
of salts of heavy metals were used in varying quantities and at 
different temperatures. Mercurie sulphate: 30% solution in 10% 
sulphuric acid solution. Mercurie acetate: 30% aqueous solution. 
Mercurie nitrate: saturated salution at room temperature. Uranium 
acetate: 2% aqueous solution. Lead salts: solutions of varying 
concentrations. 


I. Precipitation of Yeast Purine Nucleotides. 


The aminopurine ribonucleotides had the greatest precipita- 
bility among nucleotides aud nucleosides so far examined. In the 
early studies we employed as the precipitant a mercuric sulphate 
solution. This reagent was sufficiently effective when applied to 
the nucleotide solutions of higher concentrations at temperatures 
below 0°C. However, the precipitating effect was not strictly 
complete in the solutions of lower concentrations and at room 
temperature. Moreover, an excess of the reagent tended to cause 
incomplete precipitation of the nucleotides. Later, mercuric 
acetate was found to be a better reagent. The nucleotides were 
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removed by this reagent completely at neutral reaction and room 

temperature after two successive filtrations through filter paper. 

An excess of the reagent did not invite any risk of redissolving 

the precipitates once formed: Mercuric nitrate was the best 

reagent. Every nitrogen-containing substance was removed by the 

use of this reagent at room temperature, and excessive quantities 
- of the reagent could be used without any trouble. 

The minimum quantity of 80% mercuric acetate solution 
which was effective for the complete precipitation of @uanylie and 
adenylic acids from 5 ce. of 0.2% solutions, was between 0.1 and 
0.2 ce. at room temperature. 0.3 ce. of the saturated solution of 
mercuric nitrate was effective enough for the complete precipita- 
tion of guanylic or adenylic acid from 5 ec. of 0.2% solution. 

Uranium acetate has been often used by many investigators 
for the purpose of precipitating the nucleotides, leaving the nucleo- 
sides in the solutions. It was found in the present experiments 
that excessive use of this reagent caused incomplete precipitation 
of the nucleotides, especially that of guanylie acid. The maximum 
amount of 2% uranium acetate solution for the complete precipita- 
tion of sodium guanylate from 5¢ce. of 0.2% solution was 0.5 ce. 
at room temperature. The precipitability decreased rapidly with 
the increase of the quantity of the precipitant. One cc. of the 
reagent precipitated 88.4% of the nucleotide and 2 cc. precipitated 
79.7%. Adenylic acid was completely insensible to an excess of 
the reagent. Owing to its ability to precipitate pentosephosphori¢c 
esters, uranium acetate could not be used for our purpose. 

Lead acetate and nitrate precipitated all the phosphoric acid 
containing compounds at neutral reaction. Nucleosides were 
precipitated by the lead salts only at alkaline reaction. Adenylic 
acid had a tendency to be precipitated with more ease than guanylic 
acid by various reagents. 

Xanthylic acid was precipitated completely by mercuric 
nitrate. 0.3 cc. of the reagent was effective enough for 5 ce. of 
0.2% solution of the nucleotide at room temperature. 
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II. Precipitation of Muscle Nucleotides. 

Muscle adenylic acid was readily precipitated with mercuric 
nitrate at room temperature, while inosinic acid was precipitated 
completely only under cooling. The minimum quantity of the 
saturated mercuric nitrate solution which was sufficient for the 
complete precipitation of the nucleotides from 5 cc. of 0.2% solu- 
tions was 0.3¢c. Mercurie acetate or sulphate could be used for 
the precipitation of adenylic acid, but the precipitation of inosinic 
acid was incomplete even under cooling. 


III. Precipitation of Thymus Purine Nucleotides. 
Mercurie nitrate was found to be a powerful precipitant for 
purine desoxyribo-nucleotides. 0.7 cc. of the reagent was sufficient 
for 5ee. of 0.2% solutions of desoxyribo-guanylic and -adenylic 
acids at low temperature. An excessive quantity of the reagent 
may be allowed. Mercurie acetate was not sufficiently reliable. 


IV. Precipitation of Pyrimidine Nucleotides. 


The ribo-nucleotides were precipitated completely from 5 ee. 
of 0.5% solutions with 1 ce. of the mercuric nitrate solution under 
cooling. Mercurie acetate was not effective enough to cause the 
complete precipitation of uridylic acid which had a high solubility 
in water. Mercurie nitrate was more effective. Cytidylic acid of 
yeast origin was precipitable with more ease than uridylic acid. 
Desoxyribo-cytidylic acid was precipitated completely with 
mercuric nitrate. One cc. or less of mercuric nitrate solution was 
sufficient to cause the complete precipitation of the nucleotide from 
dec. of 1% solution. The complete precipitation of thymine 
desoxyribo-nucleotid was never achieved under any conditions— 
even with mercuric nitrate. Only 80% of the nucleotide was 
precipitated under the best conditions. 


V. Precipitation of Nucleosides. 


The nucleosides have generally lower precipitabilities than 
the corresponding nucleotides. The precipitation with mercuric 
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Precipitation of Nucleotides and Their Decomposition 
Products with Various Precipitants. 
aan At, Perit Complete precipitation 
iape aaa et Incomplete precipitation 
eA oe ea No precipitation 


weds Lead 
— Merecuric| Mercuric | Mercuric| Uranium] acetate 
nitrate | acetate | sulphate} acetate and 
- : nitrate 
Yeast guanylic acid et sp a =f + 
Yeast adenyli¢ acid + oP + af + 
Yeast xanthylie acid oe + + + sc 
Muscle adenylie acid + + ae 7 t 
Muscle inosinie acid te ae a5 1 a 
Thymus guanylic acid + a ae a 
Thymus adenylic acid “P SE als as 
Yeast eytidylic acid + + + + 
Yeast uridylie acid + ate ate Fie 
Thymus cytidylie acid + ae a Al 
Thymus thymidylic acid Se els ete 3° 
Ribo-guanosine + Se aS = 
Ribo-adenosine + ei a5 = 
Ribo-xanthosine a ae a= = 
Ribo-inosine 4h ae aie = 
Desoxyribo-guanosine + ae a 
Ribo-uridine ae ae a= = 
Ribose phosphoric acids ae = = Ets EN 
Purine and pyrimidine bases 32 + te a 


* Precipitated at higher concentrations. 


sulphate and acetate was incomplete. Complete precipitation was 
achieved only with mercuric nitrate under cooling. The minimum 
quantities of mercuric nitrate which caused the complete precipita- 
tion of purine ribo-nucleosides from 5 cc. of 1% solutions, were 
0.5 ce. for guanosine and adenosine, and 0.3 ee. for xanthosine and 
inosine. The precipitability of purine desoxyribosides were similar 
to that of ribosides. The precipitation of pyrimidine ribo-nucleo- 
sides, especially that of uridine was incomplete with any reagent. 

Uranium acetate had been considered completely ineffective 
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for the precipitation of the nucleosides. It was found, however, 
that ribosides were precipitated at higher concentrations than 0.1%, 
the precipitability increasing rapidly with the concentration of 
the ribosides. 


SUMMARY. 


Attempts were made to find reagents which would precipitate 
nucleotides, nucleosides, and purine and pyrimidine bases quantita- 
tively, but leave pentoses and their phosphoric esters in solutions. 

The results so far obtained are summaried in the table. 
Mercurie nitrate was found to be the most useful precipitant. It 
precipitated the nitrogen-containing substances quantitatively, 
irrespective of the nature of the bases and the pentoses. Mercurie 
sulphate and acetate were also available for the study of the 
hydrolysis of yeast amino-purine nucleotides. 


REFERENCES. 


Ishikawa, H. (1935): J. Biochem., 22, 385. 

Ishikawa, H. and Komita, Y. (1936): J. Biochem., 23, 351. 
Klein, W. (1932): Z. physiol. Chem., 207, 125. 

Klein, W. (19331): Z. physiol. Chem., 218, 164. 

Klein, W. (1933 ii): Z. physiol. Chem., 218, 173. 

Komita, Y. (1937): J. Biochem., 25, 405. 

Komita, Y. (1938): J. Biochem., 27, 23. 

Suto, K. (1927): Biochem. Z., 187, 78. 

Teorell, T. (1931): Biochem. Z., 230, 1. 

Wakabayasi, Y. (1938): J. Biochem., 27, 293. 


The Journal of Biochemistry, Vol. 32, No. 1. 


STUDIES ON HYDROLYSIS OF DESOXYRIBO- 
NUCLEOTIDES AND -NUCLEOSIDES. 


By 


TORASABURO INAGAKI. 


(From the Department of Biochemistry, Niigata Medical College. 
Director: Prof. N. Ariyama.) 


(Received for publication, June 27, 1940) 


The resistance of glycosidic and esteric linkages of ribo-nucleo- 
tides toward hydrolysis is delicately influenced by the chemical 
nature of the components. Even slight changes in the structure 
of nitrogen-containing bases exert deep influences not only directly 
on the firmness of the glycosidic linkages but also indirectly on 
that of the esteric ones. Furthermore, the glycosidic linkages are 
under the control of the position of the carbon atom in ribose 
where phosphoric acid combines with the sugar, yeast and muscle 
adenylie acid being hydrolyzed at different rates. 

It is justifiable, under these circumstances, to predict that 
the firmness of both linkages may vary with the change in the 
chemical structure of the pentose. Indeed, evidence has been pro- 
vided to show that desoxyribo-nucleotides behave differently from 
ribo-nucleotides toward hydrolysis. Klein and Thannhauser 
(1933) pointed out that the glycosidic linkage of desoxyribo- 
guanylic acid was sensitive even to its own acidity. That the 
nucleotidase of liver or intestinal mucosa disrupted the ester link- 
age of thymus nucleic acid with greater ease than that of yeast 
nucleic acid was observed by Bielschowsky(1930), Bielschow- 
sky and Klemperer (1932), Klein (1932), and Klein and 
Rossi(1935). However, Klein and Rossi(l.¢.), and Bredereck, 
Caro and Richter (1938) showed that phosphatase of intestinal 
mucosa and of emulsin liberated phosphoric acid from these nucleic 
acids at the same rate. Levene and Dillon (1930) observed 
that the velocity of the liberation of phosphoric acid from yeast 
nucleic acid by intestinal juice was a little higher than in the 
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case of thymus nuclei¢ acid. » This lack of unanimity is very prob- 
ably, as suggested by Klein (1933) and Bredereck et al. (1.¢.), 
due to the difference in the activity of polynucleotidase which 
depolymerizes nucleic acids prior to the action of nucleotidase on 
free nucleotides. Klein and Thannhauser (1933, 1934) found 
the ester linkages of desoxyribo-guanylic and -adenylic acids to be 
highly sensitive to phosphatase of intestinal mucosa. The ready 
dephosphorylation of pyrimidine desoxyribo-nucleotides was shown 
by the same authors (1935). 

The extreme susceptibility of the glycosidic unions of 
desoxyribo-nucleosides to acid hydrolysis was observed by Levene 
and London (1929 i, ii) with the use of guanosine and by Klein 
(1934) with adenosine. However, Klein (1935) claimed that 
ribo- and desoxyribo-guanosines were hydrolyzed by animal nucleo- 
sidase almost at the same velocity. 

Thus, according to the literature mentioned above, it appears 
that desoxyribo-nucleotides and -nucleosides are, in general, less 
stable to hydrolysis than corresponding compounds of the ribose 
series. The amplification of the experiments on the hydrolysis 
of nucleotides and nucleosides which were performed in our in- 
stitute by Ishikawa (1935), Ishikawa and Komita (1936), 
Komita (1987; 19381,11) and Wakabayasi (1938), made it 
desirable to acquire more definite information about the rate of 
hydrolysis of the glycosidic linkages of the desoxyribose series 
than was hitherto available. The plan of the present experiments 
was to compare the rate of the hydrolysis of nucleotides and nucleo- 
sides of both series by acid and extracts of animal tissues under 
strict conditions. 


EXPERIMENTAL. 


Purine nucleotides were prepared from thymus nucleic acid 
by the methods of Klein and Thannhauser (1933, 1934), 
pyrimidine nucleotides by the method of Thannhauser and 
Ottenstein(1921), and nucleosides by the Klein(1938) method. 
The hydrolysis was examined by determining all the hydrolysis 
products with the employment of the method developed in this 
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institute. The hydrolysis products of nucleotides were divided 
into the nitrogen-containing fraction (free purine or pyrimidine 
bases, nucleosides, and nucleotides) and the nitrogen-free fraction 
(desoxyribose, desoxyribose-phosphoric ester, and phosphoric acid) 
by precipitating the former with mercurie nitrate. As to the 
details of precipitation, Inagaki’s paper (1940) may be referred 
_to. The disruption of the ester linkages was measured from the 
quantity of phosphoric acid liberated, and the detachment of the 
glycosidic unions from the quantity of organic phosphorie acid 
(desoxyribose phosphoric ester) in the mercuric nitrate filtrates. 
Phosphorus and the reducing power were determined by the well- 
known Teorell and Hanes methods, respectively. Ignorance in 
regard to the reducing power of desoxyribose forced the present 
writer to determine the hydrolysis of guanosine by measuring the 
nitrogen of the liberated guanine which was precipitated by the 
KrtigerSchmidt method. This method was useful for the 
present purpose, as guanosine contaminated the precipitated 
euanine only to a negligible extent. 

The hydrolysis was carried out by sulphuric acid of various 
concentrations at various temperatures on the one hand, and by 
extracts of rabbit tissues and by intestinal and pancreatic juice 
of dogs on the other hand. Appropriate blank tests were carried 
out whenever needed, and the results obtained in main experiments 
were checked by controls and deducted. The data presented in the 
tables are the results thus corrected. 

The tissue extracts were prepared by incubating one part of 
hashed tissues of rabbits with 2 parts of water for 40 minutes at 
room temperature. The extracts were filtered through filter paper 
and used. The intestinal juice was collected through the Thiry- 
Vella fistula, and the pancreatic juice by inserting a fine tube 
into ductus pancreaticus of dogs. 


I. Hydrolysis of nucleotides by acid. 


It was found that glycosidic linkages of desoxyribo-nucleotides 
were not so sensitive to acid as Klein and Thannhauser (1933) 
emphasized them to be. In fact, the glycosidic linkage of desoxy- 


JaMod Sutonpar : 


(¥'0 X 10489 Jo yunoure)—asoqra 


“O80QTI JO VVU}-JO YF 04 pepuodsaii0a 19489 JO 
“But UL pessoidxa 1oMo0d suronpar [B}0} = 


pezeB1eqt esoqra Jo yunowy 


PLS 40S WIE 98° | gre Po'0 eT 00T 08 |. og SELT | prov aruope 
Sor 160 6°68 Co'p jie IT'0 cL 00L OTS 's OFS) eee Ty pues 
S08 98°8 Beas Gres 00T 03 Oe | ST9T~ | prow oreuope 
seg | ug 0 0 eT oot OT | oF | ergot | ~Oaftéxosoq 
09 00°¢ E13 bes 0'eL TOL CL 00T — 0g | og 0°08 ; ‘ 
eS . 5 : ji ° E = 5 : - proe 
SFE €8°3 8°63 8L'e V'SE #¥'0 cL 00T 0g ard 0°02 perune 
of 3°61 &h'°3 + OL 00L Or OT 0°06 -Oq UT 
ze} - OTT 68'T = G 00T OT OT 00g 
BS : 
9°09 OF L + CT 001 03 | og 0°08 
i L6t m9 0 0 eT OOT 03 Sard 0°08 pre’ 
=| 0°83 OFS 0 0 OT 00T Or O'T 0°08 ay Auens 
3 : : -OqIIAXOSO(T 
€'13 £9°S 0 0 ¢ 00T OF | OF 0°03 
Lee FOL 0 0 ~ O8T OF = = 08 | ¢o'0 e813 
: : %) : 
Curur) _ 00 f : Sun : 
oy, “3 UL 9 “Sur 9 Policy stsA[OIpAY (0.2) : seal a8, i (ye) DULY 
%o % Za : 50 ome ain}eLodura y, ‘OST qyunouwy L 
19489 ; 
SCE dt10ydsoyd DOF SIsdlorpsé epyoejon 
JO Worponporg jo TOvengnee JO UOTjONpoIg eS tOTRA SGU 
c ‘ploy ormyding Aq -sprow dTTAUOp y- pue ayduenp-oqurdxoseq Jo sisxpoxpéy ‘ ae ae 
© == ‘[ wavy, | 


Hydrolysis of Desoxyribo-Nucleotides and -Nucleosides. 67 


ribo-guanylic¢ acid was disrupted slightly even. by a 0.1% sulphuric 
acid solution at room temperature. Moreover, it was noticed that 
under milder conditions of the hydrolysis the sensitivity of the 
desoxyribosidic linkage was higher than that of the ribosidic one. 
The cleavage of the desoxyribosidic linkage did not, however, 
proceed so much as we expected with the increase of the acidity 
and temperature. It was the same in the case of desoxyribo- 
adenylic acid. The results are listed in Table I, in which the 
consequences of the hydrolysis of the corresponding ribo-nucleo- 
tides are arranged for comparison. It is shown in the table that 
the quantities of organic phosphate (ester), which indicate the 
degree of the disruption of the glycosidic linkages, were always 
greater in desoxyribo-nucleotides than in ribo-nucleotides. How- 
ever, this does not necessarily mean the higher lability of the 
glycosidic linkages of the former. The rapid increase of inorganic 
phosphate and of free ribose in the cases of ribonucleotides means 
the secondary hydrolysis of the ribose-phosphorie ester once 
formed. When: this secondary hydrolysis of the ester is taken 
into aecount, ribo-nucleotides may be more susceptible to the 
hydrolysis than desoxyribo-nucleotides at higher concentrations of 
the acid. The ester unions of desoxyribo-nucleotides were extreme- 
ly resistant to the acid hydrolysis, the liberation of inorganic phos- 
phate being perceptible only under extreme conditions of the 
hydrolysis. This circumstance, in which the only product of the 
hydrolysis of the desoxyribo-nucleotides was the ester, revealed 


TABLE II. 
Hydrolysis of Cytidylic Acid by Sulphuric Acid. 
; Production 
Hydrolysis ohare 
mee Production 
u . i 
H.SO Time of of free P 
(mage) ee BOLE oO hydrolysis mg. % 
re ce (min. ) 
water ; 
9.88 10 100 15 0 0. 0 
11.53 5 10 20 15 0 1.66 20.1 
9.83 Boa alo 100 15 0 2.97 30.4 
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the value of the reducing power of the ester. This lay between 
20-30% of that of the corresponding quantity of glucose. The 
exact determination of the value awaits the isolation of the pure 
ester. ; 

In sharp contrast to ribo-cytidylie acid which is highly 
resistant to the hydrolysis by acid, desoxyribo-cytidylic acid was 
rather easily disrupted at the glycosidic linkage, the rate of the 
hydrolysis being only slightly inferior to that of purine desoxyribo- 
nucleotides (Table II). The failure of finding out a suitable 
precipitating reagent for thymine desoxyribo-compounds made it 
impossible to follow the hydrolysis of thymine desoxyribo-nucleo- 
tide. 


II. Enzymic hydrolysis of purine nucleotides. 


The enzymic hydrolysis of purine desoxyribo-nucleotides was 
performed with the employment of aqueous extracts of rabbit 
tissues as enzyme sources, and the results were compared with 
those of purine ribo-nucleotides (Table III). The rate of the 
hydrolysis was quite different according to the enzyme sources. 
Muscle extracts disrupted only the glycosidic linkages of the 
desoxyribo-nucleotides. It will be recalled that Ishikawa and 
Komita (l.¢.), and Komita (1937, 19381) had found in rabbit 
muscle tissue an enzyme which affected the glycosidic linkages of 
purine ribo-nucleotides. Kidney extracts intensely affected the 
ester linkages of the purine desoxyribo-nucleotides, inorganic phos- 
phate being rapidly liberated. The fact that the reducing power 
increased without being followed by the production of large 
amounts of the ester, indicates that the glycosidic linkages were 
also affected by kidney extracts and the ester formed was succes- 
sively hydrolyzed to desoxy-ribose and phosphoric acid. Table IV 
indicates that the susceptibility of the ester unions in the cases of 
desoxyribo-nucleotides was higher than in the eases of ribo-nucleo- 
tides. Liver extracts held the intermediate situation between 
muscle and kidney extracts with respect to the hydrolysis of the 
nucleotides. Thus it was shown that the enzymic hydrolysis of 
the glycosidic linkages could also take place in desoxyribo-nucleo- 
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tides as in ribo-nucleotides. 

The intestinal juice of the dog attacked only the ester linkages 
of the nucleotides. It is shown in Table V that the increase of 
inorganic phosphate was not accompanied by the production of the 
ester or by an appreciable increase of the reducing power, while 
all kinds of hydrolyses took place in the ribo-nucleotides. The 
action of pancreatic juice was feeble, disrupting the glycosidic 
unions only. . 


TABLE III. 
Hydrolysis of Purine Nucleotides by Tissue Extracts. 
Main experiments: Nucleotides+5 cc. of veronal buffer (pH 7.4) +5 ce. 
of tissue extracts+ 0.2 ce. of toluene. 5 hours. 37°C. 
Control experiments: Without nucleotides. 
Different enzyme preparations were used in each experiment. 


Nuecleotid Production | Production | Production 
- : UKCOU Oke of free P of ester of ribose 
Tissue sean ; | 
Kind ao mg. % mg. % ming. % 
Desoxyribo-| 476 0 0 PISO An 0 0 
guanylic 
I . 
guanylic 
Muscle 
Desoxyribo-| 30 55 0 ey ae a 0 
adenylic 
ID 
Ribo- 34,78 | 3 | te | 12.59} 103) 0 0 
adenylic 
Desonyribo-} 354° | f.51"| 48.1 | '0.92'| 42 |ea.1.2° 
guanylic 
Kidney| III } 
; Ribo- | 3935 | 0.92] 33.4] 640| 31.2| 4.74 | 35.5 
guanylie 
Desoxyribo-| 35 4 0.32 | 10:63}...0 0 |ea.0.6* 
guany lic 
Liver LY. ; 
Ribo- 32.35 0.61 | 22.2 | 7.43 | 36.2 3.47| 26.1 
guanylic 


* Reducing power of desoxyribose was expressed in mg. glucose. 
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TABLE IV. 
Hydrolysis of Ester Linkages of Nucleotides by Kidney Enzyme. 
Main experiments: Nucleotides +3 cc. of He0+3 ce. of veronal buffer (pH 7.4) 
+lec. of kidney extract. 37°C. Incubation: I, 3 and 5 hrs. 
Control experiments: Without nucleotides. 


Nucleotide Liberation of inorganic phosphoric acid (as P) 
1 hr. 3 hrs. 5 hrs. 
Kind sean 
8. mg. % mg. Jo mg. Jo 

Desoxyribo- 12.96 |.0.20 1-183 1, 045.ul) 41de) 6070 | eee 
guanylic acid 

Ribo~ 13.50 0 0 022 | 194° 1 08657 “216 
guanylic acid 
Desoxyribo- 12.03 | 0.650 | 412 | 106 | 873 | 1.29 100 
eytidylie acid 


TABLE V. 


Hydrolysis of Purine Nucleotides by Intestinal Juice. 
Main experiments: Nucleotides+2 cc. of H20+4 ce. of veronal buffer (pH 7.4) 
+2 ce. of intestinal juice of dogs+0.2 ce. of toluene. 37°C. 5hrs. 
Control experiments: Without nucleotides. 


Ricleotite Production of Production of Production of 
free P ester ribose 
: Amount 
Kind Cues mg. Jo mg. Jo mg. Yo 
Desoxyribo- 33.0 | 1.37 + 465 0 0 .* 


guanylic acid 


Desoxyribo- 


5 * 
adenylic acid $6585) 1 1-68 50.9 0 0 nF 
Ribo- ‘ ad Phe 
adenylic acid aac 2.57 86.4 0 0 7.43 51.6 
* Desoxyribose. 


III. Enzymic hydrolysis of pyrimidine 
desoxyribo-nucleotides. 
Pyrimidine nucleotides were affected by muscle extracts neither 


at glycosidic nor at esteric linkages. However, the ester linkages 
were easily disrupted by kidney and liver extracts, and by the 
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TABLE VI. 
Enzymie Hydrolysis of Pyrimidine Nucleotides. 
Main experiments: Nucleotides +10 ce. of HoO+5 cc. of veronal buffer (pH 
7.4) +10 ce, of tissue extracts or 5 cc. of intestinal juice. 37°C. 
Control experiments: _ Without nucleotides. 


; Liberation of inor 
Nue g. 
HEISOANE phosphoric acid (as P) 
> Enzyme 
source ih 15 min. 3 hrs. 
é Amount 
Kind (mg.) , 
mg. J mg. % 
Cytosine-, 53.2 eff 31.8 5.0 93.2 
Kidney 
Thymine-._ |: 46.5 1.8 40.2 4.4 100 
Cytosine- 52.8 0 0 1.9 Ri fe 
Liver ae 
Thymine- 48.0 0 0 1.8 38.9 
Tatestipal Cytosine- , 56.0 Ko 100 
su Thymine- ~ 44.7 ahe-0 93:2 


intestinal juice, glycosidic linkages being quite unaffected. Table 
IV reveals that the ester linkage of desoxyribo-cytidylic acid was 
far more susceptible to the hydrolysis than that of guanylie acid. 

The intestinal juice was extraordinarily active in hydrolysing 
the ester linkages of the nucleotides (Table VI). There was no 
marked difference in susceptibility to hydrolysis between cytosine 
and thymine nucleotides. It will be coneluded from the above 
results that purine and pyrimidine desoxyribo-nucleotides may be 
quickly dephosphorylated in the intestine and absorbed in the 
ce of nucleosides. 

‘It will be recalled in this connection that the findings: of 
Komita (1938 ii) showed that the ester union’ of cytosine ribo- 
nucleotide was disrupted by kidney or liver extracts with greater 
ease than the union of purine ribo-nucleotides.’ | 


IV. Hydrolysis of purine nucleosides. 


Desoxyribo-nucleosides are distinguished by their high sensi- 
tivity’ to acid hydrolysis. Levene and London (1929 ii) con- 


~] 
ii) 
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cluded from the changes in optical rotations that guanosine was 
completely hydrolyzed in 0.01 .N hydrochloric acid solution by 5 
minutes heating. The high sensitivity of the nucleosides to acid 
hydrolysis was confirmed by the following experiments. 20.0 mg of 
desoxyribo-guanosine were dissolved in 20 ce. of 0.01N hydrochloric 
acid solution, immersed in a boiling water bath for 5 and 10 minutes, 
cooled, and the liberated sugar in the mercuric nitrate filtrates was 
determined by the iodometric method of Cajori. The hydrolysis 
was 81% and 86% respectively. 93% hydrolysis was achieved 
after heating 30 minutes with 0.1N acid. Considering the low 
purity of the nucleosides (83%), the hydrolysis might be complete 
at milder conditions. The glycosidic unions of pyrimidine deso- 
xyribosides were also hydrolyzed by acid, though the rate of the 
hydrolysis was lower than that of purine desoxyribosides. 
Contrary to the high susceptibility of desoxyribo-guanosine 
to acid hydrolysis, Klein (1935) stated that desoxyribo- and ribo- 
guanosine were hydrolyzed by nucleosidase at the same rate. The 
experiments which were carried out by the present writer under 
different conditions from those of Klein, showed that desoxyribo- 
guanosine had a tendency to be hydrolyzed somewhat faster than 
ribo-guanosine by impure kidney nucleosidase. The kidney enzyme 
was chosen so as to exclude any perplexity which might be in- 
troduced with the employment of other tissues by the contamina- 
tion of deaminases of guanosine and guanine. The quantitative 
determination of the hydrolysis was performed by measuring. 
nitrogen in the liberated guanine which was precipitated by the 
Kriiger-Schmidt method. The hydrolysis of ribo-guanosine was 
checked by determining the production of ribose. The results are 
shown in Table VII. The hydrolysis of thymine desoxyribo- 
nucleoside by kidney enzyme was slight. Klein (1935) found ‘the 
great resistance of pyrimidine desoxyribosides against enzymie 
hydrolysis while Deutsch and Laser (1930) reported that the 
hydrolysis of thymine nucleoside by kidney enzyme was half that 
of adenosine. 
In view of the fact that the kind of sugars determines the 
enzymic hydrolysability of OH-glycosides, the possible disruption 
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TABLE VII. 
Hydrolysis of Guanosine by Kidney Enzyme. 
Main experiments: Guanosines +10 ce, of phosphate suffer (pH 7.2) +10 ce. 
of H,O+5 ce. of enzyme solution+0.5 ce. of toluene. 37°C. 6hrs. 
Control experiment: 1) Without guanosines. 
IT) Without enzyme solution (5 ce. of H»O were used ). 


Guanine : : 
a eae Ribose liberated 
Experiment Nucleoside Amount liberated 
(mg.) Vv 
, g o 0 
hs (ng. ) Jo me: To 
Desoxyribo- a roe 4 
guanosine 24.2 9.25 85.7 3.96* 
I 
Ribo- e P 
guanosine 29.1 4.80 66.8 9.58 62.2 
Desoxyribo- eS ced < : 
guanosine 21.1 5.33 96.5 3.80 
oT 
é Ribo- > 
guanosine 29.1 4.82 67.0 9.89 64.1 


* Amount of desoxyribose was expressed in mg. glucose. 


of the ribo- and desoxyribo-nucleosidic linkages by special enzymes 
cannot be ignored. The identification of the enzymes must await 
further examinations in this direction. It is also possible that 
these linkages might be hydrolyzed by one and the same enzyme 
but at different rates. Bergmann et al. (1922) observed that 
methylglucodesoside did not suffer any hydrolysis by yeast extract 
and emulsin while it was unstable in acidie media. Levene and 
Tipson (1936) also pointed out the sensitivity of methyl-2-desoxy- 
glucopyranoside to acid hydrolysis. 


V. Hydrolysis of N-desoxyglycosides. 


With a view to extending the knowledge obtained in the ex- 
periments mentioned in the preceding chapters, the acid hydrolysis 
of synthetic N-condensation products of 2-desoxyglucose and 2- 
desoxyarabinose was compared with corresponding glucosides and 
arabinoside. The N-desoxyglucosides synthesized were anilide, o-, 
m- and p-toluidides, and asym. o-, asym. m-, p-, vic. o- and sym. 
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m-xylidides. The desoxyarabinoside was anilide. By reference to 
the literature in question it appears that the only N-desoxy- 
glycoside reported was p-toluidinedesoxyglucoside which was 
synthesized by Kuhn and Dansi (1936). The synthesis was per- 
formed according to the procedure of Hanaoka (1938, 1940). 
About 0.5 gm. of desoxysugars and equal amounts of bases were 
heated in 20 gm. of absolute ethylaleohol from 1 to 5 hours. The 
N-desoxyglycosides which crystallized upon cooling, were recrystal- 
lized 3 times from absolute ethylaleohol. The physical constants 
and analytical data (nitrogen contents) of the compounds are 
summarized in Table VIII. The mutarotation was observed only 
in xylidides. The rotation of anilides and toluidides did not 
change with the lapse of time. This may be due to the circum- 
stance under which the rotatory changes must have already taken 
place within the several minutes spent in dissolving the desoxy- 
glycosides in methylaleohol for the purpose of determining their 
rotatory powers. The desoxyglycosides were storable longer than 
corresponding glycosides, which deteriorated and coloured dark 
within 1 month even under the mildest conditions. 

The hydrolysis of the desoxyglycosides by acid was determined 
by following the changes of the rotatory powers of the solutions 
to be tested. The amounts of sugars which were to be liberated at 
the complete hydrolysis of the N-desoxyglycosides were taken as 
standards for the determination of the degree of the hydrolysis. 
The calculation in this way may not necessarily be quantitative in 
a rigid sense, since the liberated aglycones may exert some influence 
on the rotatory powers of the sugars. However, it is sufficient to 
compare the rates of the hydrolysis with each other. It is shown 
in Table IX that the anilides of desoxyarabinose and desoxyglucose 
are far more susceptible to acid hydrolysis than those of corre- 
sponding normal sugars, and that pentosides were less resistant 
than hexosides. The rates of acid hydrolysis of’ toluidides and 
xylidides of desoxyglucose are listed in’ Table X and XI respec- 
tively. Compared with the data of Hanaoka who studied the 
hydrolysis of glucosides, desoxyglueosides were hydrolyzed with 
more ease than corresponding glucosides. The relations between 
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TABLE IX. ay 
Hydrolysis of Aniline Glycosides by Acid. 

Conditions of hydrolysis: Glycosides+10 ec. of methanol+2 ce. of 0.02N HeSOx. 

Temperature=20°C. Length of polarimeter tube =2 dm. 
Conditions at 0 time: Glycosides+10 cc. of methanol+2 ce. of H:0. 
Amounts of anilides used: Desoxyarabinoside 37.15mg.; arabinoside 40.00 

mg.; desoxyglucoside 42.47 mg.; glucoside 45.31 mg. 

Amounts of sugars to be liberated at complete hydrolysis, and their’ rotatory 


powers. 
Desoxyarabinose: 23.78 mg., a= —0.14° 
(in 10 ee. of methonal+ 2 ce. of H2O). 
d-Arabinose: 25.64 mg., a= —0.44° 
Desoxyglucose: 29.09 mg., a= +0.22° 
d-Glucose: 31.98 mg., a= +0.42° 
oA Desoxyarabinoside Arabinoside Desoxyglucoside Glucoside 
as Mh HE ae ees 
as f Hydrolysis 3 Hydrolysis B Hydrolysis A Hydrolysis 
an (%) (%) (%) (%) 
0 | +0.08° 0 —0.04° 0 —0.46° 0 — 0.42° 0 
10 | —0.04 52.6 — 0.07 (es — 0.40 8.82 — 0.37 6.6 
20 | —0.10 78.3 —(OEOn 12s — 0.28 26.5 — 0.35 8.3 
30 | —0.14 100 —0.14 25.0 — 0.24 32.4 — 0.32 11.9 
60 —0.20 40.0 — 0.08 55.9 — 0,27 17.9 
TABLE X. 


Hydrolysis of Toluidine Desoxyglucosides by Acid. 

Conditions of hydrolysis: 30.0 mg. of glucosides+10 ee. of methanol+2 ce, of 
_ 0,02N HeSO.. Temperature=20°C. Length of tube=2 dm. 
Amount of desoxyglucose to be liberated at complete hydrolysis, and its rotatory 

power. 
19.44mg a=+0.16° (in 10 ce. of methanol+2 ce. of H:O) 


Time o-Toluidine m-Toluidide p-Toluodide 
(min. ) i % x % bs % 
0 —0.40 0 — 0.28 0 — 0.26 0 
10 —0.28 21.4 —0.17 25.0 Ont 35.7 
20 — 0.20 35.7 =0.01 38.6 + 0.01 64.5 
30 —0.13 48.2 — 0.06 50.0 + 0.05 73.8 
40 —0.07 58.9 0 63.6 + 0.08 81.0 
60 + 0.03 76.8 + 0,08 81.8 +0.10 85.7 
90 +0.08 85.7 +0.10 86.4 + 0.12 90.5 
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TABLE XT. 
Hydrolysis of Xylidine Desoxyglucoside by Acid. 
Conditions of hydrolysis: 31.6mg. of xylidides+10 ce. of methanol+2 cc. of 
0.02N HSO, Temperature=20°C. Length of tube=2 dm. 
Amount of desoxyglucose to be liberated at complete hydrolysis, and its rotatory 
power. 
19.44mg. a=+0.16° (in 10 ce. of methanol+2 cc. of HO) 


Xylidides 
Time 39 Noel wee le eee 
Gnind asym. o asym. m p vie. 0 sym. m 
a % a % a % a % a % 
0 —0.38°] 0 | —0.40°} 0 | —0.40°} 0 | —0.42°| 0 | —0.40°] 0 
10 —0.13 | 48.1) —0.20 | 35.7| —0.25 |26.8} —0.27 | 25.9! —0.26 | 25.0 
20 —0.02 | 68.5) —0.05 | 62.5) —0.15 | 44.6) —0.17 43.1) —0.18 | 39.3 
30 +0.02 | 74.3} —0.01 | 69.6) —0,09 |55.4| —0.11 |55.2)} —0.11 | 51.8 
60 +0.09 | 87.0) +0.07 | 83.9} +0.04 | 78.6) +0.02 | 75.9} +0.02 | 75.0 


hydrolysability and the number or position of the methyl group of 
the aglucones were the same as those of glucosides. The hydrolys- 
ability increased with the number of methyl groups, xylidides being 
disrupted more rapidly than toluidides. It increased also with 
the distance’ of the methyl group from the amino group. The 
sensitivity of the glucosidic linkages became lower in the order 
named: p-, m- and o-toluidides; asym. o-, asym. m-, p-, Vic, o- and 
sym. m-xylidides. 

Incidentally, during the course of the synthesis of desoxyar- 
abinose Dr. T. Kitasato and the present writer obtained d- 
arabinosetetracetate in a crystalline form. This substance had 
been reported by Gehrke and Aichner (1927) as a syrup. How- 
ever, a part of the syrup crystallized upon leaving it for a long 
time. The mass was stirred with alcohol, filtered by suction, and 
recrystallized from alcohol. Colourless prismatic crystals had 
m.p. 98-95°C, [a]%—44.0 (chloroform). The yield corresponded 
to about half of the syrup. 

0.1209 g substance: 0.2190 g COs, 0.0605 g HO 


CisH1sO9 Caleul. C 49.1% H 5.7% 
Found C 49.4% H 5.6% 
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SUMMARY. 


The hydrolysis of desoxyribo-nucleotides and -nucleosides by 
acid and enzymes was studied. 

1. Desoxyribo-guanylic and -adenylic acids were sensitive to 
acid hydrolysis at the glycosidic linkages. However, the suscepti- 
bilities were not so high as had been supposed to be. The ester 
linkages were extremely resistant to hydrolysis. Desoxyribo- 
eytidylic acid was also easily hydrolyzed at its glycosidic union. 

2. The aqueous extract of rabbit muscle disrupted only the 
glycosidic linkages of purine desoxyribo-nucleotides. The kidney 
extract hydrolyzed both linkages, showing higher affinity to the 
ester union. The liver extract held the intermediate situation be- 
tween the muscle and kidney extract with respect to the hydrolysis. 
The intestinal juice of dogs attacked the ester linkages only. 

Pyrimidine desoxyribo-nucleotides were quite resistant to the 
hydrolysis by the muscle extract. However, the ester linkages 
were easily disrupted by the kidney and liver extracts and by the 
intestinal juice, glycosidic unions being unaffected. 

3. The high sensitivity of purine desoxyribo-nucleosides to 
acid was confirmed. Pyrimidine nucleosides were also hydrolyzed 
by acid. Desoxyribo-guanosine was a little more susceptible to the 
hydrolysis by kidney enzyme than ribo-guanosine. 

4. The N-condensation produets of desoxyarabinose with 
aniline, and of desoxyglucose with aniline, isomeric toluidines and 
xylidines, were synthesized. The hydrolysability of these N-desoxy- 
glycosides were greater than that of corresponding glycosides. The 
influence of the structure of aglucones on the hydrolysability of 
N-desoxyglucosides was studied. 


The expense of this work was defrayed in part by a research grant. from 
the Imperial Academy. 
The present writer wishes to express his indebtedness to Prof. T. Tado- 


koro of Hokkaido Imperial University for the generous gift of thymus 
nucleic acid. me 


Hydrolysis of Desoxyribo-Nucleotides and -Nucleosides. 79 


REFERENCES. 


Bergmann, M., Schotte, H. and Lechinsky, W. (1922): Ber. 
deutsch. chem. Ges., 55, 158. 

Bielschowsky, F. (1930): Z. physiol. Chem., 190, 15. 

Bielschowsky, F. and Klemperer, F. (1932): Z. physiol Chem., 211, 
69. 

Bredereck, H., Caro, G. and Richter, F. (1938): Ber. deutsch. chem. 
Ges., 71, 2389. 

Deutsch, W. and Laser, H. (1930): Z. physiol. Chem., 186, 1. 

Gehrke, M. and Aichner, F. X. (1927): Ber. deutsch. chem. Ges., 60, 
918. 

Hanaoka, K. (1938): J. Biochem., 28, 109. 

Hanaoka, K. (1940): J. Biochem., 31, 95. 

Inagaki, T. (1940): J. Biochem., 32, 57. 

Ishikawa, H. (1935): J. Biochem., 22, 385. 

Ishikawa, H. and Komita, Y. (1936): J. Biochem., 238, 351. 

Klein, W. (1932): Z. physiol. Chem., 207, 125. 

Klein, W. (1933): Z. physiol. Chem., 218, 164. 

Klein, W. (1934): Z. physiol. Chem., 224, 244. 

Klein, W. (1935): Z. physiol. Chem., 231, 125. 

Klein, W. (1938): Z. physiol. Chem., 255, 82. 

Klein, W. and Rossi, A. (1935): Z. physiol. Chem., 231, 104. 

Klein, W. and Thannhauser, S. J. (1933): Z. physiol. Chem., 218, 173. 

Klein, W. and Thannhauser, S. J. (1934): Z. physiol. Chem., 224, 252. 

Klein, W. and Thannhauser, S. J. (1935): Z. physiol. Chem., 231, 96. 

Komita, Y. (1937): J. Biochem., 25, 405. 

Komita, Y. (19381): J. Biochem., 27, 23. 

Komita, Y. (1938ii): J. Biochem., 27, 191. 

Kuhn, R. and Dansi, A. (1936): Ber. deutsch. chem. Ges., 69, 1746. 

Levene, P. A. and Dillon, R. T. (1930): J. Biol. Chem., 88, 753. 

Levene, P. A. and London, E. 8. (19201): J. Biol. Chem., 81, 711. 

Levene, P. A. and London, E. S. (1929 ii): J. Biol. Chem., 838, 793. 

Levene, P. A. and Tipson, R. S. (1935): J. Biol. Chem., 109, 623. 

Thannhauser, S. J. and Ottenstein, B. (1921): Z. physiol. Chem., 
114, 39. 

Wakabayasi, ¥. (1938): J. Biochem., 27, 293. 


f S 
7 
-¢ 
’ 
\ ar 
tS { aT 
< i 
Ce sy 
. . 
ty 
“i “is ( 
i ¥ - 
. > an $36 
a Po *) 
1 ee ay W a ace 
4 nae 
Cae te Beal) rie e eran _ 
; £4) 
‘ © | "a_awl”. ool ese ta 
cr 
i f . ’ hen ~ tts TY ne wag: p . 
’ . Ng 
7s ; m 


i, eran a ie ; 
. - on 


The Journal of Biochemistry, Vol. 32, No. 1. 


UBER DAS SCHICKSAL DER REDUKTODEHYDRO- 
CHOLSAURE IM MEERSCHWEINCHENORGANISMUS 
~ UND DIE UMWANDLUNG DER CHOLSAURE 

IM MEERSCHWEINCHENLEBERBREI. 


VON 


TAKASI SASAKI, 


(Aus dem biochemischen Institut Okayama Vorstand: 
Prof. Dr..T. Shimizu.) 


(Bingegangen am 27. Juni 1940) 


Durch die vorausgegangene- Mitteilung (Sasaki 1940) wurde 
festgestellt, dass Dehydrocholséure im Tierorganismus. (Meersch- 
weinchen (Sasaki 1940), Kaninchen, (Kim. 1938) ) in Desoxy- 
cholsdure umgewandelt werden, konnte. Andrerseits hat C. H. 
Kim (1939) vor kurzem. die interessante Beobachtung gemacht, 
dass. Cholséure, die dem Meerschweinchenorganismus verabreicht 
wurde, in der Galle und im Harn als Desoxycholsaéure ausgeschie- 
den wurde. Dabei wurde die Reduktodehydrocholsaure, a-3-Oxy- 
7,12-diketocholanséure als Zwischenstoffwechselprodukt zwischen 
Cholsaure und Desoxycholsdure ‘bzw, Chenodesoxycholsaure an- 
genommen. 

Somit .mochte ich hier das Schicksal der Reduktodehydrochol- 
sdure im Meerschweinchenorganismus verfolgen.. Bereits K. Kyo- 
voku (1937) hat dieselbe Oxyketogallensiure, dem Krotenorganis- 
mus verabreicht und im’ Harn ihre epimere Form, $-3-Oxy-7,12- 
diketocholansaéure, nachgewiesen. 

202 Reduktodehydrocholséure: wurden als Natriumsalz 32 
Meerschweinchen. intraperitoneal einverleibt; aus der Galle (31 
Gallenblasen) wurden 0,4 g¢@ Glykocholeinsiure vom, Schmelzpunkt 
185°C erhalten. Damit wurde erwiesen, dass die Reduktodehydro- 
cholséure im Meerschweinchenorganismus in Desoxycholsaure und 
dann in ihre gepaarte Siéure umgewandelt werden konnte, wie 
bereits C. H. Kim (1939) bei semem Versuch angenommen hat. 

Der Umstand, dass die Desoxycholsiure entweder als freie 
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Siiure oder als gepaarte Siure je nach der Verarbreichung der 
Dehydrocholsaure oder Reduktodehydrocholsiure in der Galle aus- 
geschieden wurde, kann jetzt noch nicht erklart werden; weitere 
Erforschung ist noch erforderlich. 

Aus 1,5 Liter angesammeltem Harn wurden 0,1 g Dehydro- 
cholsiuredthylester wider Erwarten als neutrale Fraktion gewon- 
nen, aber weder eine andere krystallisierte Gallensaure noch 
Desoxycholsiure daraus gewonnen. Diese Triketogallensaure 
stammt ohne Zweifel von der verabreichten Reduktodehydrochol- 
sdure her; somit muss neben dem bereits nachgewiesenen Reduk- 
tionsvorgang der Ketogallensdéure im Tierorganismus (Yamasaki 
u. Kyogoku 1935, Kyogoku 1939) ein gallensaureoxydierender 
Prozess im Meerschweinchenorganismus vor sich gehen. 

Im Tierorganismus ist unter den Organen die Leber natiirlich 
als ein mit dem Gallensdurestoffwechsel am engsten zusammen- 
hangendes Organ angenommen worden. Somit wurde hier die 
Oxydierbarkeit der Cholséure im Leberbrei des Meerschweinchens 
nachgepriift und gefunden, dass die Cholsaure wohl in der Leber 
in Dehydrocholsaure oxydiert gefunden wurde, wahrend ein 
derartiger Oxydationsvorgang beim Kontrollversuch mit Rinder- 
leberbrei kaum nachgewiesen wurde. 

Vor kurzem hat H. Isaka (1940) gefunden, dass Ursodesoxy- 
cholsaure im Gewebsbrei des Menschen- oder geimpften Ratten- 
krebses in ihre Diketo- bzw. Oxyketocholansdéure oxydiert wurde. 
Dieses Ergebnis legt die Annahme nahe, dass die Cholsaure im 
Tierorganismus, insbesondere in der Leber, in Reduktodehydro- 
cholsdure bzw. Dehydrocholsiure oxydiert und weiter in die 
anderen sauerstoffarmeren Gallensiuren reduziert werden kann, 
wie bereits Prof. Shimizu (1938) behauptet hat. Die Intensitit 
des Oxydationsvorganges muss aber je nach der Art der Tierspezies 
bzw. des Organs betrachtlich verschieden sein. 


VERSUCHSTEIL. 
I. Tierversuch mit Reduktodehydrocholsiéiure. 


Den 400-500 g wiegenden Meerschweinchen, die mit Okara und 
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ein wenig Gemiise gefiittert worden waren, wurden 10-20 ccm einer 
2% igen Reduktodehydrocholatlésung pro kg Kérpergewicht tiglich 
einmal oder einen Tag um den anderen intraperitoneal einverleibt. 
Die verabreichte Gallensaéure betrug insgesamt 20g und der 
angesammelte Harn 1,5 Liter; die herausgeholte Gallenblase 31. 


a. Untersuchung des Harns. 

Der zu Syrup eingeengte Harn wurde mit absolutem Alkohol 
mehrmals extrahiert, der Alkoholauszug eingeengt und dann unter 
Ansauerung mit verdiinnter Salzsiure mit Petrolather geschiittelt. 
Die Alkoholschicht wurde mit Krystallsoda neutralisiert und auf 
dem Wasserbad abgedampft, um Alkohol und Petrolather zu ent- 
fernen. 

Dann wurde die wasserige Lésung unter Anséuerung mit 
verdiinnter Salzsiiure erschépfend ausgeithert. Der Atherauszug 
wurde mit verdiinnter Ammoniaklésung extrahiert. Die Ather- 
schicht wurde dann eingeengt, wobei eine Krystallisation auftrat. 
’ Die abgesaugten Krystalle schmolzen bei 218°C und wurden aus 
verdiinntem Alkohol mehrmals umkrystallisiert. Nadeln vom 
Schmelzpunkt 218-219°C. Keine Schmelzpunktdepression mit 
reinem Dehydrocholsdureathylester. Ausbeute O,lg. Lieber- 
mann-Reaktion nur gelb. 


3,200, 3,380 mg Subst.: 8,485, 8,950 mg COn, 2,605, 2,660 mg H:0. 
CocH2s0s Ber. C 72,51 H 8,90 


Get Beei2,ccy Wace 5, OLE esStl: 
/ 


Die freie Saure schmolz bei 235°C, keine Schmelzpunktdepres- 
sion mit reiner Dehydrocholsaure. 
Aus dem Ammoniakauszug wurde kein Ergebnis erhalten. 


b. Untersuchung der Galle. 

Die von Mucin befreite, getrocknete Galle (4,7 ¢) wurde in 
verdiinntem Alkohol gelést, unter ,Ansiuerung mit verdiinnter 
Salzsiiure mit Petrolither mehrmals geschiittelt, mit Soda neutrali- 
siert und dann der Petrolither und Alkohol abgedampft. Die 
wisserige Liésung wurde unter Ansduerung mit Salzsaure aus- 
geaithert. Der Atherauszug wurde nach Waschen mit Wasser 
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eingeenet. Der dabei ausgeschiedene Krystall -(0,3 ¢). wurde aus 
verdiinntem Alkohol umkrystallisiert.: Prismatische Nadeln vom 
Schmelzpunkt 185°C. Keine Schmelzpunktdepression mit reiner 
Glykocholeinsaure. . 

Aus. der anderen Fraktion. wurden 0,2¢ der gepaarten Saure 
erhalten. Die Ausbeute betrug insgesamt 0,5 g. 


3,370, 3,450 mg Subst.: 8,285, 8,510 mg COs, 2,980, 2,970 mg HO. 
5,235, 4,355 mg. Subst.: 0,167, 0,137 cem N (CoeHssOcN ) sCrzHasOo. «.. 
Ber. . C 67,34 H 9,91 N 2,86 
Get. 607,05 =) 9189S 
\ Sgp are eso Gym 85s: 


Die hydrolysierte Gallensiure wurde aus verdiinntem Alkohol 
umkrystallisiert und schmolz bei .183°C.. Keine _Schmelzpunkt- 
depression mit reiner Margarincholeinsaure. 


2,245 mg Subst.: 6,045 mg COs, 2,095 mg HO. 
(C24H 1001) sC17H3102 Bera 73,63 H 10,28 
* ’ Gef.. 5; 73,44°- , 10,44. 


IT. Oxydation der Cholséure durch Leberschnitt. 


a. Meerschweinchenleber u. Cholséure. 

65,2 @ aseptisch herausgenommene, frische Meerschweinchen- 
leber wurde mit der Schere zerkleinert, zusammen. mit 625 cem 
Phosphatpuffer (Pu 7,4), mit 375 cem Rockescher Losung und mit 
100 cem emer 5%igen Cholatlésung (5g Cholsdure) in den sterili- 
sierten Kolben hineingetan, unter Zusatz von wenig Chloroform 
und Toluol bei 37°C 43 Tage lang im Brutschrank aufbewahrt 
und dazwischen tiaglich einige Male gut geschiittelt. Das schwach 
alkalisch reagierende Reaktionsgut wurde auf dem, Wasserbade 
abgedampft und dann mit absolutem Alkohol erschépfend extra- 
hiert, Der Alkoholextrakt wurde unter Ansiuerung mit  ver- 
diinnter Salzsdiure mit Petrolither geschiittelt, mit Krystallsoda 
neutralisiert, auf dem Wasserbad von Losungsmitteln befreit. und 
dann mit verdiinnter Salzsiure ausgefallt. Die gut: getrocknete 
Fallung wurde mit Essigither digeriert und abgesaugt. 

Der Ruckstand wurde aus Alkohol einige Male umkrystallisiert 
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und als Cholsaure identifiziert (Krystallform, Schmelzpunkt, 
Mischschmelzpunkt). Ausbeute 2,1 g. 


3,585, 3,520 mg Subst.: 9,305, 9,094 mg CO», 3,145, 3,090 mg H:O. 
Co Ha0Os Jaxer, KOR VAR). SERGE Scns 
Gets ye TOSS aes Ooo 
POLLO” Van Olson 


Aus dem Essigitherfiltrat wurde weiter 0,5 @ Cholsiure er- 
halten. Das so erhaltene Filtrat wurde bei Zimmertemperatur 
stehen gelassen. Die dabei ausgeschiedenen Krystalle wurden ab- 
gesaugt und schmolzen bei 225-235°C. Rohe Ausbeute 50 mg. 
Sie wurden in 3cem absolutem Alkohol unter Zusatz von kon- 
zentrierter Schwefelséure auf dem Wasserbade einige Stunden 
gekocht. Der so erhaltene Athylester wurde aus Alkohol mehrmals 
umkrystallisiert. Schmelzpunkt 220-222°C. Keine Schmelzpunkt- 
depression mit reinem Athylester der Dehydrocholsiure. 


3,790, 3,390 mg Subst.: 10,080, 9,025 mg COs, 3,000, 2,675 mg H-O. 
Cos HssO0s Ber. © 72,51 H 8,90 
Gef. ,, 72,54 ,, 8,86 
ay AO oy tee 


Die aus dem Ester wiedergewonnene Saure schmolz mit reiner 
Dehydrocholsiure bei 237°C. 


b. Rinderleber und Cholsaure. 

Mit 70¢ frischer Leber wurden 5g Cholsdure, genau wie 
vorher, in Phosphatmischung im Brutschrank 47 Tage lang auf- 
bewahrt. 

Die hierbei wiedergewonnene Cholsaure betrug insgesamt 3,8 g. 


4,095, 4,235 mg Subst.: 10,620, 10,932 mg COs, 3,515, 3,695 mg H:0. 
C2100 ise, (0) 7Mssey al Gey! 
Chore ye YAU) yy ADK 
op COE) EG 


Dabei wurde aber keine andere Gallensaure erhalten. 
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UBER DAS SCHICKSAL DER DEHYDROCHOLSAURE 
IM MEERSCHWEINCHENORGANISMUS. 


Von 


TAKASI SASAKT, 


(Aus dem biochemischen Institut Okayama, Vorstand: 
Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Hingegangen am 27. Juni 1940) 


Neuerdings hat C. H. Kim (1938) Desoxycholsdure aus 
Kaninchenharn dadurch in guter Ausbeute aufgefunden, dass De- 
hydrocholsaure bzw. Dehydrodesoxycholsiure dem mit poliertem 
Reis gefiitterten Kaninchenorganismus intravends_ einverleibt 
wurde; T. Mori (1939) hat auch Desoxycholsiure ebenfalls 
dadureh in guter Ausbeute aus dem Kaninchenharn isoliert, dass 
dem normal geftitterten Tiere 12-Keto-3-cholenséure parenteral 
verabreicht wurde. Dieser auffallende Befund ist im Sinne der 
Gallensdurebildung (Shimizu 1938) aus Steroiden bzw. aus. 
Ergosterin oder 7-Dehydrocholesterin im Tierorganismus von 
Bedeutung. 

Es ist bekannt, dass in der Kaninchengalle der Hauptsache 
nach Desoxycholsdure, mit Glykokol gekoppelt als Glykocholein- 
sdure, vorkommt (Okamura 1930, Sekitoo 1931). Wenn man 
korperfremde Gallensiure, z.B. Dehydrocholsaure in grosser 
Menge dem Kaninchenorganismus einverleibt, so konnte die 
praformierte Gallensiure, Glykodesoxycholsaure dadurch  ver- 
draingt und durch Glykocholase (Takahashi 1939) in der Niere 
in ihre Komponenten zerlegt im Harn ausgeschieden werden. Vor 
kurzem hat M. Tukamoto (1939) beobachtet, dass bei der 
parenteralen Verabreichung von a-3-Oxy-6-ketocholansaure aus 
dem Kaninchenharn neben der {§-3-Oxy-6-ketoallocholansaure De- 
soxycholsiure aufgefunden wurde, was von ihm in der Weise 
erklart wurde, dass durch die korperfremde Gallensdure die 
eigentliche Gallensiure verdringt im Harn ausgeschieden werden 


sollte. 
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Die hier im Harn gefundene Desoxy cholsiiuremenge war aber 
sehr gering.. Diese . Verdrangung der eigentlichen. Gallensiure im 
Tierkérper ist wohl moglich, aber die Desoxycholsaure wurde bei 
Verabreichung der Ketogallensiure (C. H. Kim) bzw. Ketocholen- 
sure (T. Mori) in so grosser Menge im Harn vorgefunden, dass 
man ihre Herkunft dadurch allein kaum erklaren konnte. 

Somit habe ich das Schicksal der Dehydrocholsiure im Meer- 
schweinchenorganismus verfolgt, dessen Galle nach Imai (19387) 
keine Desoxycholsiure enthalten sollte. 22g Dehydrocholsaure 
wurden als 4%ige Natriumsalzl6sung dem Meerschweinchen- 
organismus (29 Meerschweinchen) verabreicht, der hierbei unter 
genau der gleichen Bedingung gehalten wurde, wie C. H. Kim 
(1938) es tat. Wahrend aus dem Harn (2,7 L.) leider keine krys- 
tallisierte Substanz erhalten werden konnte, wurden 32 me De- 
soxycholsiure aus der Galle (6 Gallenblasen) isoliert, die .als 
Formylester identifiziert wurde. Der Sicherheit halber wurden 10 
Meerschweinchen mit poliertem Reis gefiittert und ihr Galleninhalt 
untersucht, wobei keine Desoxycholsaéure nachgewiesen wurde. 

Imai (1937) hat aus 1 Liter Meerschweinchengalle (von 1500 
Tieren) 3-Oxy-7-ketocholansiure und Chenodesoxycholsaure auf- 
gefunden, aber keine Desoxycholséure. Daher musste die hierbei 
aufgefundene Desoxycholsaure in der Galle nicht von der eigenen 
Gallensdiure des Meerschweinchens, sondern hodchstwahrscheinlich 
von der verabreichten Dehydrocholséiure herstammen. : 

Aus diesem Ergebnis kann man wohl folgern, dass die dem 
Meerschweinchenorganismus einverleibte Dehydrocholsiure in De- 
soxycholsaure umgewandelt werden kann, was mit dem Ergebnis 
von C. H. Kim (1938) gut iibereinstimmt. 


BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 

I. Kontrolle. 
10 kraftige Meerschweinchen wurden mit poliertem. Reis und 
wenig Gemiise eine Woche lang gefiittert, unter Karotisdurech- 


schneidung getétet und ihre Gallenblasen herausgenommen. Die 
durch Alkohol von Mucin befreite Galle wurde in gewohnlicher 
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Weise hydrolysiert. Das Hydrolysat wurde unter Ansauerung mit 
verdtinnter Salzsiure ausgeithert. Der Atherextrakt wurde in 
verdtnnter Ammoniaklésung aufgenommen und der Auszug mit 
einer 10% igen Bariumchloridlésung ausgefallt. Diese Fallung 
wurde mit Sodalésung umgekocht und dann unter Ansiuerung mit 
verditinnter Salzsaure wieder ausgeithert. Die atherische Lésune 
-wurde in Zimmertemperatur stehen gelassen, wobei eine Krystallisa- 
tion auftrat. Die abgesaugten Krystalle wurden aus Alkohol um- 
krystallisiert. Blattchen vom Schmelzpunkt 194°-195°C. Ausbeute 
13,5mg. Keine Schmelzpunktdepression mit 3-Oxy-7-ketocholan- 
sdure. 

Aus dem dtherischen Filtrat der 3-Oxy-7-ketocholansiure 
wurde Chenodesoxycholsiure als Bariumsalz (44,8 mg) gewonnen. 
Keine Desoxycholsiure wurde hierbei gefunden. 


IT. Versuch mit Dehydrocholsiure. 


Dem Meerschweinchen, das wie vorher vorbehandelt wurde, 
wurden 3—4 cem einer 4%igen Natriumdehydrocholatlosung tiglich 
einmal oder einen Tag um den andern in die Bauchhohle ein- 
gespritzt. Die herausgeholten Gallenblasen von 6 gestorbenen 
Meerschweinchen wurden in eine grosse Menge von Alkohol 
hineingeworfen, von Muein abfiltriert und dann in Zimmertempera- 
tur stehen gelassen. 

Nach Ablauf einiger Wochen ist ein weisses Krystallisat am 
Boden des Gefisses abgeschieden. Der abgesaugte Krystall 
schmolz schon bei 1838-185°C. Er zeigte mit reiner Margarin- 
choleinsaure keine Schmelzpunktdepression. Die gesamte Ausbeute 
betrug 32mg. Der Sicherheit halber wurde der Formylester in 
der Weise hergestellt, dass 32 mg Séure in wenig reiner Ameisen- 
sdure einige Stunden lang gekocht wurden. Aus verdtinntem 
Alkohol wurde der hierbei gefallte Ester einige Male umkrystalli- 
siert. Schmelzpunkt 191-192°C. Keine Schmelzpunktdepression 
mit reinem Desoxycholsiureformy lester. 

3,200, 3,583 mg Subst.: 8,185, 9,180 mg COs, 2,580, 2,830 mg H2O. 


Coe H1006 Ber. C 69,59 inl oy) 
GeOfise 5) 09, 16,509,00) 0 ,695025).0,0% 
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STUDIEN UBER DIE CARBOHYDRASE. 


3. Mitteilung. Uber die Affinitat der Hexosidase zu Hexose 
und Hexosid. 


VON 


SHIGERU EZAKI. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der medizinischen Akademie 
zu Chiba. Direktor: Prof. Dr. S. Akamatsu.) 


(Hingegangen am 28. Juni 1940) 


Die sogenannte p-Nitrophenol-Methode, welche unter Gebrauch 
der p-Nitrophenol-Verbindung als Substrat den Hydrolysengrad 
durch einfache Kolorimetrie des freien p-Nitrophenols ermitteln 
lasst, wurde schon fiir die Sulfatasestudien von Morimoto (1937) 
und Tanaka (1938) und fiir die Phosphatasestudien von Ohmori 
(1937) und Fujita (1939) ausgearbeitet. 

Nach dem gleichen Gedanken hat Aizawa (1939) p-Nitro- 
phenolhexoside synthetisiert und einen einfachen und zuverlassigen 
Nachweis der Hexosidasen ausgefiihrt. Bei dieser Methode wird 
die Bestimmung des Hydrolysengrades durch die Anwesenheit 
weder der reduzierenden Stoffe noch der optisch aktiven Stoffe 
in der Versuchlosung gestort, denn man misst nur kolorimetrisch 
das vom Hexosid abgespaltene p-Nitrophenol, aber nicht die 
Zunahme der Reduktionskraft oder die Anderung der spezifischen 
Drehung. Nun habe ich unter Leitung von Prof. AkKamatsu den 
Einfluss der verschiedenen Zuckerarten auf die fermentative 
Hexosidspaltung untersucht. 

Die Substrate waren a-Glukosid, 6-Glukosid und £-Galaktosid 
des p-Nitrophenols. Ihre endliche Konzentration in den Versuchs- 
lésungen war immer M/2000. Die Versuche wurden bei optimaler 
Aziditit jedes Ferments ausgefiihrt. Die Konzentration der zuge- 
setzten Zuckerarten wurde andererseits so gewahlt, dass das Kon- 
zentrationsverhaltnis der Zusiatze zu dem p-Nitrophenolhexosid 
1:1, 10:1 oder 100:1 war. Nur die p-Nitrophenolmethode macht 
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es méglich, den Einfluss der zugesetzten Zuckerarten von solcher 
Konzentration quantitativ zu untersuchen. 

In der vorliegenden Mitteilung wird das Hrgebnis der. Hydro- 
lyse des a-Glukosids, $-Glukosids tind $-Galaktosids angegeben. 

Als Fermente wurden hauptsichlich Takadiastase und Emulsin 
gebraucht. Takadiastase wirkt bekanntlich sehr stark auf diese 
drei Substrate. Emulsin spaltet beide (-Hexoside, aber das a- 
Glukosid nicht. 

Zunichst wurde der Hinfluss des Hexosezusatzes untersucht. 

1. Die p-Nitrophenol-a-Glukosidspaltung durch die Taka- 
diastase wird durch Glukose stark gehemmt (Versuch I A a). 

2. Die p-Nitrophenol-f-Glukosidspaltung durch die Taka- 
diastase wird aueh durch Glukose stark gehemmt (Versuch I Bd). 
Aber die Spaltung durch das Emulsin wird von der Glukose tiber- 
haupt nicht beeinflusst und der Hydrolysengrad bleibt unverandert, 
wenn die Glukose auch 100 fach starker konzentriert als das Sub- 
strat ist (Versuch I Ba). Dialysiertes Autolysat der Kaninchen- 
leber oder Bierhefe (Versuch I Bb u. ¢) verhalt sich wie das 
Emulsin. 

3. Die  p-Nitrophenol-f-Galaktosidspaltung dureh  Taka- 
diastase wird wieder durch Galaktose stark gehemmt (Versuch 
Il Ac). Die Wirkung des Emulsins und: des dialysierten Autoly- 
sats der Leber wird dagegen auch in diesem Fall von Galaktose 
keineswegs beeinflusst (Versuch II Aa u. b). 

Es gibt also sowohl von $-Glukosidase als auch von /-Galakto- 
sidase 2 Arten von Fermenten, nimlich den Taka-Typus und den 
Emulsin-Typus. 

Die Hemmbarkeit der Takatypen-Fermente durch Hexose ist 
spezifisch. $-Glukosidase wird durch Galaktose nicht. beeinflusst 
und f6-Galaktosidase auch nicht durch Glukose. 

Hinsichtlich der a-Glukosidase ist auch die Anwesenheit von 
2 Typen von Fermenten zu vermuten, aber ‘soweit es sich um die 
Hydrolyse: des p-Nitrophenol-a-glukosids handelt, konnte die 
Wirkung des Extrakts von Milz, Leber, Pankreas, Hefe oder Gers- 
tenmalz dureh Glukose-zusatz sehr stark wie: die’ Wirkung der 
Taka-a-glukosidase gehemmt werden (Versuch I A b-@). 
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Da eine sonderbare Abhingigkeit der fermentativen Spaltung 
der p-Nitrophenolhexoside von dem Hexosezusatz beobachtet wurde, 
habe ich weiter den Einfluss der verschiedenen Hexoside auf diese 
Hydrolyse untersucht, indem die Hydrolyse wieder durch die Be- 
stimmung der abgespalteten. p-Nitrophenols verfolgt wurde. 

p-Nitrophenol-a-glukosidspaltung durch Takadiastase. wird 

- durch Phenol-a-glukosid (Versuch III a), und Maltose in gleichem 
Grad wie durch die freie Glukose gehemmt. Dasselbe Verhiltunis 
wird auch bei dem Milzextrakt beobachtet (Versuch IIIb). Die 
Hydrolyse durch. dieses Extrakt ist ausserdem von der Anwesen- 
heit des: Phenol-$-glukosids| (Versuch IV Aa) und . Phenol-p- 
galaktosids (Versuch VsA) unabhingig. Einfluss der p-Hexoside 
auf die a-Glukosidspaltung durch ‘Takadiastase. kann nicht unter- 
sucht werden, weil dieses Fermentpraparat eine starke p-Hexosida- 
sewirkung dussert und darum die Hemmung durch die abgespaltete 
Glukose in Rechnung zu ziehen ist... Daraus ersieht man, dass die 
a-Glukosidase eine ausgepragte Affinitét sowohl zur freien als auch 
der a-glukosidisch vorhandenen Glukose, aber keine zu der /- 
hexosidiseh vorhandenen Glukose und Galaktose hat. 

Die Beeinflussbarkeit durch .die-Hexose in Betracht ziehend, 
habe ich je 2 Typen Fermente in 6-Glukosidase und /-Galaktosidase 
untersehieden. Die Versuche tiber die. Wirkung dieser Fermente 
bei Hexosidenzusatz waren sehr interssant. 

Die Hydrolyse des p-Nitrophenol-f-glukosids durch Emulsin 
wird, wie oben erwahnt, durch Glukose oder. Galaktose nicht ge- 
hemmt, sie ist aber wohl in bemerkenswerter Weise durch Phenol- 
B-glukosid (Versuch [V Bb) und auch, durch Phenol-f-galaktosid 
hemmbar (Versuch V Bb). Es ist auch der Fall bei der p-Nitro- 
phenol-f-galaktosidspaltung durch Emulsin. und die. Hemmung 
durch Phenol-f-glukosid: und -galaktosid war in gleichem Grad 
positiv (Versuch IVC buuV Cb)... « 

Dieses Ergebnis spricht fiir die Behauptung von Helferich 
(1938), dass die Spaltung des 6-Glukosids und #-Galaktosids durch 
ein und dasselbe Ferment bewirkt. wird. 

Die Spaltung des: p-Nitrophenol-6-hexosids durch ie haan ae 
ergab aber ein ganz anderes Verhialtnis. Die /-Glukosidspaltung 
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wird wohl durch Phenol-f-glukosid stark gehemmt (Versuch IV 
Ba), aber keineswegs durch Phenol-f-galaktosid (Versuch V Ba), 
wihrend die f-Galaktosidspaltung durch {-Galaktosid stark 
(Versuch V Ca), aber durch f-Glukosid gar nicht gehemmt wird 
(Versuch ITV Ca). Wenn man also Hemmungsweise der zugesetz- 
ten Hexoside in Betracht zieht, muss man die Existenz von zwei 
Fermenten, einer $-Glukosidase und einer /-Galaktosidase, in 
diesem Fermentpraparat annehmen. 

Die Ein-Enzymtheorie hinsichtlich der /-Hexosidspaltung 
wurde schon von Helferich durch eingehende Studien an 
Emulsin bestatigt. Das Verhaltnis der 6-Glukosid: 6-Galaktosid- 
spaltung ist bei den Versuchen mit Hexosiden von verschiedenen 
Aglukonen und auch mit Emulsinpraparaten von verschiedenem 
Reinheitsgrad konstant. Dieses Ferment hat, wie oben erwahnt, 
keine Affinitaét zur freien Glukose oder Galaktose, wohl aber und 
zwar gleichzeitig zur f-hexosidisch gebundenen Form der beiden 
Zucker. Aber wenn man weiss, dass es in der Natur ausser dieser 
$-Hexosidase von dem Emulsintypus noch andere 6-Glukosidasen 
oder f-Galaktosidasen vom Takatypus gibt, die je eine spezifische 
Affinitat zur freien und /-hexosidischen Glukose bzw. freien und 
f-hexosidischen Galaktose besitzen, kann die Hin-Enzymtheorie 
nicht ohne weiteres verallgemeinert werden. Das Verhaltnis der 
6-Glukosid- und f/-Galaktosidspaltung ist, wie schon von manchen 
Autoren untersucht, bei Emulsin und bei den Praparaten von 
anderer Quelle verschieden. Die Ursache dieser Verhialtnisver- 
schiebung kann mit dem verschiedenen Differenzierungsgrad des 
§-Hexosidasepherons zusammenhingen. Bei dem Versuch, dieses 
experimentell zu beweisen, muss man immer darauf achten, dass 
das betreffende Priparat ausser dem Ferment vom Emulsintypus 
moglicherweise die 6-Glukosidase oder (-Galaktosidase vom Taka- 
typus enthalten kann. Weitere Untersuchungen sollen in dieser 
Richtung ausgefiihrt werden. 

Ich habe eine starke Hemmung des Phenol-a-glukosids auf die 
p-Nitrophenol-j-glukosidspaltung durch Takadiastase beobachtet, 
davon wird, in der nachsten Mitteilung berichtet werden. 

Diese Arbeit wurde auf Kosten des Kultusministeriums zur 
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Forderung der wissenschaftlichen Forschung ausgefiihrt. 


EXPERIMENTELLER 'EIL. 


a. p-Nitrophenol-a-glukosid, p-Nitrophenol-$-glukosid und p- 

Nitrophenol-6-galaktosid waren die Praparate, die vor kurzem von 
Aizawa (1939) hergestellt worden sind. 
: b. Phenol-a-glukosid. Phenol-a-glukotetracetat wurde nach 
der von Helferich (1933) berichteten Methode aus $-Pentacetyl- 
glukose und Phenol unter Verwendung des Zinkchlorids als Kataly- 
sator erhalten und im wasserfreien Methylalkohol durch Einleitung 
des trockenen Ammoniakgases verseift. Das aus 95% Alkohol, 
dann aus Wasser umkrystallisierte Phenol-a-glukosid enthielt kein 
Krystallwasser. Schmelzpunkt: 173°C (korr.). [a]#=+177°. 

. Phenol-6-glukosid. 

Ich habe Phenol-$-glukosid nach der Methode von Glaser und 
Wulwek (1924) dargestellt. Das Phenol-/-glukotetracetat wurde 
aus 95% Alkohol umkrystallisiert, und wie bei a-Glukosid, im 
Methylalkohol durch die Kinleitung des trockenen Ammoniakgases 
verseift. Phenol-6-glukosid wurde aus 95% Alkohol, dann aus 
Wasser umkrystallisiert. Es enthalt 1 Mol. Krystallwasser. 
Schmelzpunkt: 176°C (korr.). [a]$=+71°. 

d. Phenol-6-galaktosid stellt man ganz auf dieselbe Weise her 
wie Phenol-f-glukosid. Es enthalt 1 Mol. Krystallwasser. Schmelz- 
punkt: 147°C (korr.). [a]2=—40°. 

e. Glukose und Galaktose von Takeda. 

f. 6-Glukose wurde nach Hudson und Dale (1917) bereitet. 
[a]p war gleich nach der Herstellung der Losung +19.7°. 

Fermentlosungen: Takadiastase und Emulsin (Merck) wur- 
den gegen destilliertes Wasser dialysiert. Ihre Konzentration 
wurde so gewahlt, dass das p-Nitrophenolhexosid bei dem Versuch 
ohne Zuckerzusatz (Kontrollversuch) nach der unten angegebenen 
Bedingung in 1 Stunde 40-50% gespalten wurde. Tierische 
Organe wurden teils in Form wiassriger Suspension, teils als 
dialysierte Autolysate zum Versuch verwendet. Hefe-a-gluko- 
sidase wurde nach Willstatter und Bamann (1926) durch 
Autolyse der Bickerhefe mit Hilfe von Essigester und nachheriger 


96 S. Ezaki: 


Dialyse des Autolysats gegen destilliertes, Wasser .zubereitet. Als 
Hefe-a-glukosidase wurde ein Auszug des Bierhefepraparats 
(Ebios) mittels 0,5%  Bié¢arbonat ‘nach Dialyse gegen 0,3% 
Bicarbonat verwendet. Beim Versuch wurde das Dialysat. mit 
verdiinnter Essigsiure zu, Pu 6 angesiuert. Malz-a-glukosidase 
wurde nach Leibowitz (1925).-aus Trockenmalz mittels. Toluol- 
wasser extrahiert, und dialysiert. ; 

Versuche wurden bet 37°C und: bei soinalen Aviditit -vom 
betreffendem Ferment ausgefthrt. 

Als, Pufferlésung wurde M@/10 Phosphat und M/2 Acetat ver- 
wendet. 

Die Versuchslésungen bestanden aus: 

1. bei Versuch ohne Zuckerzusatz (Kontrollversuch ) : 


M/1000 p-Nitrophenol-hexosid eT 00recem 
Fermentlésung ; : ne 20 t2 
PBufferlosung . reg, O50) 2993 
Wasser 330) 93 
Toluol einige Tropfen 


2. bei wae mit Zuckerzusatz : 
M/1000 p*Nitrophenol-hexosid 10,0 ecm, 


Fermentlosung 230 on. 
“ucker-Pufferlosung 8,0 v5 
Toluol : einige Tropfen 


Die Konzentration der Substrate war -M/2000, Dad! Ver- 
haltnis des Substrats zum zugesetzten. Zuckerderivat war 1:100, 
1:10 und 1:1. . Der; Zusatz,der Zuckerderivate wurde in folgender 
Weise ausgefiihrt.. Die _Pufferlosung wurde mit Wasser 5:3 
verdiinnt und mit dieser Lésung M/8, dann M/80 und M/800 
Losung der Zuckerderivate. hergestellt. Bei Borneolglykuron- 
sdure wurde ihre gewogene Menge in M/2 Acetatgemisch gelost, 
mit Natronlauge zu.PH 5,2 neutralisiert und dann mit Wasser 
auf ein bestimmtes Volumen verdiinnt, so dass der Puffer 8/5 
verdiinnt wurde. . Durch diese Massnahme konnte ich die Zucker- 
derivate ersparen. Die in solcher. Weise bereitete Losung der 
Zuckerderivate wird in oben angegebener Tabelle der..Versuchs- 
losungen einfachheitshalber Zucker-Pufferlésung. genannt. p-Glu- 
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koselésung wurde jedesmal frisch bereitet und sogleich verwendet. 


In jeder Versuchslosung war 8 cem Zucker-Pufferlésung auf 20 cem 


verdtinnt vorhanden. 


also M/20, M/200 bzw. M/2000. 

Was die Kolorimetrie des abgespalteten p-Nitrophenols be- 
trifft, vergleiche die Mitteilung von Aizawa (1939), Tanaka 
{1938) und anderen. 


ERGEBNIS. 


I. Einfluss der Glukose. 
A. Hydrolyse des p-Nitrophenol-a-glukosids. 
a)  Takadiastase (1,5%): Hemmung=++. 


Endkonzentration der Zuckerderivate war 


5 x M/2000 M/200, | M/20 

Pu 5,2 Kontrolle Glukose Glukose | Glukose 
: Yo Yo Yo | Yeo 
1 Stde.” 54 48 27 | 2 
2 Stdn. 75 68 4 17 
ones 87 81 55 20 


p-Glukose hemmte auch in gleichem Grad. 


b) Kaninechenmilz-Suspension in 7 fachem Volumen Wasser : 


Hemmung= + +. 


, M/2000 M/200 M/20 
PH 7,0 Kontrolle Glukose Glukogse Glukose 
Yo %o Jo lo 
1 Stde. 28 2 20 6 
2 Stdn. og, 50 34 | 11 
3 ” 64 61 44 15 


¢) Kaninchenleber-Suspension in 2 fachem Volumen Wasser : 


: Hemmunge=+ +. 
; M/2000 M/200 M/20 
Px 7,0 Kontrolle Glukose Glukose Glukose 
Jo %o %o % 
1 Stde. 38 Byh 27 ‘ings: 
2 Stdn. 2 54 40 PAL 
3 ” 68 65 49 OT 
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d) Schweinepankreas-Suspension in gleichem Volumen 
Wasser: Hemmung=+ +. 
= M/2000 M/200 M/20 
Pu 7,0 Kontrolle Glukose Glukose Glukose 
%o Jo ‘0 % 
3 Stdn. BT. 36 28 12 
On? 44 42 34 15 
ORs 51 49 39 16 
e) Backerhefeautolysat: Hemmung=+ +. 
3 M/2000 M/200 M/20 
PH 6,8 Kontrolle Glukose Glukose Glukose 
2 Jo Jo % % 
1 Stde. 41 37 25 9 
2 Stdn. 62 57 38 14 
a 70 65 45 18 


f) Biearbonatextrakt 


der Trockenhefe (Ebios): Hemmung 


SSF =F 
, M/2000 M/200 M/20 
PH 6,8 Kontrolle Glukose Glukose Glukose 
%o Jo Yo % 
1 Side. iY) 53 44 24 
2. Stdn. 65 62 fay) 29 
g) Malz-a-Glukosidase: Hemmung= + +. 
M/2000 M/200 M/20 
PH 6,0 Kontrolle Glukose Glukose Glukose 
an %o %o %o % 
5 Stdn. 32 28 20 8 
10.» 53 48 35 14 
LSa 92 65 60 43 17 


B. Die Hydrolyse des p-Nitrophenol-$-Glukosids. 


a) Emulsin (0,05%) : Hemmung—0. 
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PH 60 | Kontrole | Ginose | — Giukose | — Glucove 
pete np cal of a: Jo es %o %o 

1 Stde. 38 37 37 37 

2 Stdn. 53 «53 54 52 

30» 62 63 62 62 


6-Glukose iibte auch keine Hemmung aus. 


b) Dialysiertes Kaninechenleber-Autolysat : Hemmung=0. 


yy /9 ‘ ‘ 
Pu 7,0 Kontrolle ee ae ieee 
2 %o %o Yo Jo 
1 Stde. 19 18 19 18 
2 Stdn. 30 29 30 30 
@ fh 35 35 36 36 


Zermahlener Leberbrei wurde in 10 fachem Volumen Wasser 
unter Toluolzusatz 2 Tage bei 37°C gestellt, das Filtrat dann 
dialysiert und zum Versuch gebraucht. 


ec) Dialysiertes Backerhefeautolysat: Hemmung=0. 


M/2000 M/200 M/20 
Pu 6,2 Kontrolle Glukose Glukose Glukose 
ee oye %o E2Joe © % o 
1 Stde. 22 23 23 22 
2 Stdn. 34 34 \ 33 34 
3 ” 44 44 43 44 
d) Takadiastase (0,5%): Hemmung=+ +. 
a bs M/2000 M/200 M/20 
PH 6,2 Kontrolle Glukose Glukose Glukose 
ORL AE a _% Jo fe % 
1 Stde. 50 46 27 7f 
2 Stdn. ie 70 47 13 
3 ” 94 88 61 LUPf 
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©. Hydrolyse des p-Nitrophenol-p-Galaktosids. 
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Emulsin (0,4% ) : Hemmung—0. 


“ M/2000 M/200 M/20 
Pr 6,2 Kontrolle Glukose Glukose Glukose 
UD Jo Yo % %o 
1 Stde. 4] 41 42 41 
2 Stdn. ol 2 52 52 
Gk eh 62 62 62 60. 
II. Einfluss der Galaktose. 
A. Hydrolyse des p-Nitrophenol-p-Galaktosids. 
a) Emulsin (0.4%): Hemmung—0. 
be - M/2000 M/200 M/20 
Pu 6,2 Kontrolle Galaktose Galaktose Galaktose 
5. Yo Jo Jo Jo 
1 Stde. 42 41 42 40 
2 Stdn. 55 53 55 54 
3» 64 63 63 64 


b) Dialysiertes Kaninchenleberautolysat : Hemmune=0. 


Pu 6,2 . Kontrolle Eerie: cee ee 
Jo Jo % Jo 

1 Stde. 41 42 41 41 

2 Stdn. 60 60 59 59 

3 72 TL 73 71 

ce) Takadiastase (0,25%): Hemmung—+-+. 

PH 5,2 Kontrolle aes ee ese 
% % 0 Jo 

1 Stde. 43 40 26 8 

2 Stdn. 63 59 40) 14 

oe? 79 75 50 19 
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B. Hydrolyse des p-Nitrophenol-p-glukosids. 
a) Emulsin (0,05%): Hemmung—0. 
5 : M/2000 M/200 i M/20 
Pu 6,0 Kontrolle Galaktose Galaktose | Galaktose 
ae BC ee: oe WO ine ee E 
1 Stde. 37 37 37 36 
2 Stdn. 52 52 52 | 50 
Be: 60 60 61 61 
b) Takadiastase (0,5%) : Hemmung =0, 
é i -M/2000 c's M/200 M/20 a 
PH 5,2 Kontrolle Galaktose Galaktose Galaktose 
%o %o %o %o 
1 Stde. 42 42 41 41 
2 Stdn. 67 68 68 67 
3 ” 89 88 88 88 
Ill. Hinfluss des Phenol-a-glukosids auf die Hydrolyse 
des p-Nitrophenol-a-glukosids. 
a) Takadiastase (1,5%): Hemmung=-+ +. 
M/2000 M/200 M/20 
PH 5,2 Kontrolle Phenol-a- Phenol-a- Phenol-a- 
glukosid glukosid glukosid 
% Io Yo Jo 
1 Stde. 40 33 18 
2 Stdn. 66 55 29 
o ” 91 78 41 
b) Kaninchenmilz-Suspension: Hemmung=+ +. 
: M/2000 M/200 M/20 
Pu 7.0 Kontvrolle Phenol-a- Phenol-a- Phenol-a- 
: glukosid glukosid glukosid 
%o %o %o 
1 Stde. 32 29 18 
2 Stdn. 54 50 33 
= ” 69 65 41 
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IV. 


Einfluss des Phenol-$-glukosids. 
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A. Hydrolyse des p-Nitrophenol-a-glukosids. 


a) Kaninchenmilz-Suspension: Hemmung=0. 


M/2000 M/200 M/20 
Pu 7.0 Kontrolle Phenol-f- Phenol-p- Phenol-B- 
os glukosid glukosid glukosid 
@ Jo Va Yo 
1 Stde. 32 32 31 30 
2 Stdn. 54 55 54 52 
ar 69 69 68 65 
b) Kaninchenmilz-Suspension: Hemmung=0. 
M/2000 M/200 M/20 
Pu 7.0 Kontrolle Phenol-B- Phenol-p- Phenol-B- 
galaktosid galaktosid galaktosid 
j % Yo Yo Yo 
1 Stde. 27 28 28 27 
2 Stdn. 42 42 43 41 
30 4 55 55 56 56 
B. Hydrolyse des p-Nitrophenol-fp-glukosids. 
a) Takadiastase (0,5%): Hemmung=+ +. 
M/2000 M/200 M/20 
Pu 5.2 Kontrolle Phenol-f- Phenol-p- Phenol-B- 
glukosid glukosid glukosid 
ad % I %o Io 
1 Stde. 42 30 19 2 
2 Stdn. 7 54 31 S 
3 22 91 71 38 4 
b) Emulsin (0,063% ) : Hemmung= +. 
M/2000 M/200 M/20 
PH 6.0 Kontrolle Phenol-6- Phenol-6- Phenol-g- 
o glukosid glukosid glukosia 
i To Jo Jo 
1 Stde. 53 53 48 35 
2 Stdn. 78 Cadi fal 53 
BD 91. 89 83 66 
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C. Hydrolyse des p-Nitrophenol-f-galaktosids. 
a) Takadiastase (0,25%) : Hemmung—0. 
M/2000 M/200 M/20 
Px 5,2 Kontrolle Phenol-B- Phenol-B- Phenol-B- 
% glukosid glukosid glukosid 
( Yo To To 
1 Stde. 48 48 49 48 
2 Stdn. 67 68 68 67 
By Ee 83 84 84 84 
b) Emulsin (0,4%): Hemmung= +. 
M/2000 M/200 M/20 
PH 6,2 Kontrolle Phenol-B- Phenol-B- Phenol-f- 
glukosid glukosid glukosid 
re Yo Yo Jo 
1 Stde. 43 42 36 19 
2 Stdn. 65 64 57 2 
3. 75 73 64 41 
V. LHinfluss des Phenol-f-galaktosids. 
A. Hydrolyse des p-Nitrophenol-a-glukosids. 
Kaninchenmilz-Suspension: Hemmung=—0. 
M/2000 M/200 M/20 
Pu 7,0 Kontrolle Phenol-B- Phenol-6- Phenol-B- 
galaktosid galaktosid galaktosid 
2 Yo Jo Jo 
1 Stde 32 32 31 30 
2 Stdn 54 55 54 52 
ay Wek 69 69 68 65 
B. Hydrolyse des p-Nitrophenol-$-glukosids. 
a) Takadiastase (0,5%) : Hemmung=0. 
M/2000 M/200 M/20 
Pu 5,2 Kontrolle Phenol-B- Phenol-f- Phenol-f- 
galaktosid galaktosid galaktosid 
% %o %o Jo 
1 Stde. 43 43 43 44 
2 Stdn. 75 76 74 75 
Se? 91 92 91 91 
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b) Emulsin (0,068%): Hemmung= +. 


M/2000 M/200 M/20 
Py controll Phenol-B- Phenol-p- Phenol-f- 
eB anenons galaktosid galaktosid galaktosid 
7e % 0 Jo 
1 Side. 55 | 54 51 43 
2 Stdn. 75 73 70 5T 
OL 94 91 86 68 
C. Hydrolyse des p-Nitrophenol-p-galaktosids. 
a) Takadiastase (0,25%): Hemmung=++. 
M/2000 M/200 M/20 
HH 5.2 Kontrolle Phenol-p- Phenol-p- Phenol-6- 
ae eee galaktosid galaktosid galaktosid 
% %o p %o 
1 Stde. 47 39 25 5 
2 Stdn. 66 56 35 6 
oe? 81 70 41 a 
b) Emulsin (0,4%): Hemmung=+. 
M/2000 M/200 M/20 
Pu 6,2 Kontrolle Phenol-p- Phenol-s- Phenol-p- 
galaktosid galaktosid galaktosid 
: x Z: Jo To Jo 
1 Stde. 42 39 34 23 
2 Stdn. 75 (Gl 63 44 
Bee: 86 80 71 52 


ZUSAMMENFASSUNG. 


Es wurde der Hinfluss der Hexosen und Hexosiden auf die 
fermentative Hydrolyse der p-Nitrophenol-hexoside untersucht. 
Der Hydrolysengrad wurde aus dem kolorimetrisch bemessenen 
freien p-Nitrophenol berechnet. Man kann in den f-Hexosidasen 
2 Arten von Fermenten, naémlich von Taka- bzw. Emulsin-Typus, 
Hinsichtlich der a-Glukosidase wurde, so weit, es 
sich um den Hemmungsyersuch handelte, nur eine Art Ferment 


Die Wirkung der Glukose, Galaktose und ihrer 


unterseheiden. 


nachgewiesen. 
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Phenolhexoside auf die Wirkung der Takadiastase und des 
Emulsins wird in der folgenden Tabelle zusammengestellt. 


Tabelle: Hemmung der Hexosidase durch Hexose und Hexosid. 


SMS OA Geo starke Hemmung 
RG se missige Hemmung 
OL amar keine Hemmung 
p-Nitrophenol- p-Nitrophenol- p-Nitrophenol- 
a-glukosid B-glukosid B-galaktosid 
Hexosidase Taka Milz Taka Emulsin Taka Emulsin 
Glukose Fe slats Se at 0 0 0 
Galaktose 0 0 0 0 a 45 0 
OE ++ ++ ++ 0 
glukosid 
Phenol-6- 0 ak + 0 4 
glukosid 
Phenol-6- Ee 
galaktosid Y Q & ee = 
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STUDIEN UBER DIE CARBOHYDRASE. 


4. Mitteilung. Uber die $-Glukosidasehemmung der 
a-Glukoside und Glukonsaure. 


Von 


SHIGERU EZAKI. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Akademie 
zu Chiba. Direktor: Prof. Dr. S. Akamatsu.) 


(Hingegangen am 28. Juni 1940) 


In der vorangehenden Mitteilunge (1940) wurde angegeben, 
dass die 6-Glukosidase der Takadiastase eine starke Affinitat zu der 
freien Glukose und zu dem Phenol-j-glukosid hat, wahrend die 
$6-Hexosidase des Emulsins keine Affinitaét zur Glukose, wohl aber 
zum $-Glukosid und £-Galaktosid des Phenols hat. Die Affinitat 
wurde durch die Intensitat der Hemmuneg geschitzt, die die betref- 
fenden Zuckerstoffe auf die Spaltung des p-Nitrophenol-6-glukosids 
ausubte. 

Um den Zusammenhang der Affinitaét mit der chemischen Kon- 
stitution des Zuckers zu untersuchen, habe ich unter Leitung von 
Prof. Akamatsu mit verschiedenen Glukosederivaten Versuche 
angestellt. 

Die p-Nitrophenol-/-glukosidspaltung durch das Takaferment 
wurde, wie erwartet, durch Salicin (Versuch AI) und Cellobiose 
(Versuch A II) stark gehemmt. Eine ebenso starke Hemmung 
wurde aber auch durch Phenol-a-glukosid (Versuch A IIT) und 
Maltose (Versuch A IV) erzeugt. Dieser Befund war ganz tber- 
raschend. Takadiastase enthalt a-Glukosidase und sie spaltet wohl 
Phenol-a-glukosid und Maltose. Jene Hemmung der a-Glukoside 
kann jedoch der daraus abgespalteten Glukose keineswegs zu- 
geschrieben werden, weil das Hemmungsvermogen des Phenol-a- 
elukosids fast gleich mit dem der Glukose war und ausserdem weil 
die von a-Glukosidase fast frei gemachte Takalosung auch durch 
Phenol-a-glukosid stark hemmbar war (Versuch B). 
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Die Taka-f-glukosidase hat daher Affinitaét zur Glukose, dem 
B-Glukosid und in interessanter Weise auch dem a-Glukosid, das 
von dem Ferment nicht spaltbar ist. Die a-Glukosidase wird 
dagegen, wie in voriger Mitteilung angegeben, durch #-Glukosid 
nicht gehemmt. 

Es wird allgemein angenommen, dass die Fermentwirkung 
dureh die Bindung des Ferments mit dem Substrat eingeleitet wird. 
Die Affinitatsgruppe und die Wirkungsgruppe des Ferments 
miissen analytisch gesondert gedacht werden. Die Affinitats- 
gruppe verbindet sich zuerst mit dem Substrat, um es der 
Wirkungseruppe zu nahern. Wie man nun weiss, bindet die Taka- 
f-glukosidase sowohl a-Glukosid auch #-Glukosid, sie spaltet aber 
nur das letztere. Die Wirkungsgruppe ist also nicht einfach zur 
Hydrolyse der Atherbindung der hexosidischen OH-Gruppe, 
sondern zur spezifischen Hydrolyse der a-hexosidischen Bindung 
elngerichtet, oder: sie ist von der zweiten verfeinerten Affinitats- 
eruppe begleitet. Ob man diese Affinitatsgruppe in dem Pheron 
oder Agon zu suchen hat, bleibt vorlaufig selbstverstandlich offen. 
Dann spricht der Befund der vorigen Untersuchung, dass das 
Phenol-#-glukosid und 6-Galaktosid in gleichem Grad die Emulsin- 
wirkung auf p-Nitrophenol-6-glukosid und (-Galaktosid hemmt, an 
sich nicht fiir die Kin-Enzymtheorie von Helferich, aber wenigs- 
tens kann man sagen, dass die Hmulsin-$-hexosidase mit einer 
gemeinsamen Affinitatsgruppe zum (-Glukosid und /-Galaktosid 
begabt ist. Nun bindet sich die Taka-$-glukosidase jedenfalls 
einerseits mit der Glukose und andererseits mit dem a- und p- 
Glukosid. Ich habe daher den Zusammenhang der Bindungs- 
affinitat und der Zuckerkonfiguration untersucht. 

Die p-Nitrophenol-p-glukosidhydrolyse durch Takadiastase 
wird durch Glukose gehemmt, aber weder dureh Xylose (Versuch 
AV) noch durch Borneolglukuronsiure (Versuch AVI). Das 6. 
C-Atom der Glukose muss also zur Form des primiren Atkohols 
gvehoren, um eine Affinitéat zur Taka-$-glukosidase ausseren zu 
konnen. 

Galaktose hat keinen Einfluss auf die Taka-f-glukosidase 
(Versuch A VII). Die Konfiguration des 4. C-Atoms der Glukose 
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muss daher mit der Affinitit einen innigen Zusammenhang haben. 

Das 2. C-Atom der Glukose verhilt sich in gleicher Weise wie 
das 4. C-Atom, weil die Mannose keimen hemmenden Einfluss auf 
die Taka-/-glukosidase ausiibt (Versuch A VIII). 

Was nun die Konfiguration des 1. C-Atoms betrifft, so hat 
Sorbit keine hemmende Wirkung (Versuch AIX). Das 1. C-Atom 
darf nicht in Form eines primiren Alkohols vorhanden sein. 
Fruktose tibt auch keine Hemmune aus. Hier handelt es sich um 
die 1. und 2. C-Atome. 

Glukonsaure als Natrium oder Ammoniumsalz hemmt die 
Taka-6-glukosidase (Versuch A XI u. XII). Es ist ein sehr 
bemerkenswertes Ergebnis. Das 1. C-Atom braucht also nicht 
unbedingt die glukosidiseche OH-Gruppe tragen, es kann auch der 
COOH-Gruppe angehdren. Natriumelukonat hemmt dagegen 
weder die 6-Glukosidspaltung des Emulsins (Versuch D) noch die 
a-Glukosid- (Versuch Eal) bzw. 6-Galaktosidspaltung (Versuch 
C) des Takaferments. 

Die hemmende Wirkung der Glukonsaure auf Taka-/-glukosi- 
dase hat aber andererseits mit der freien COOH-Gruppe nichts zu 
tun. Denn der Glukonsiureathylester (Versuch A XIII) oder 
Glukonsiure-y-lakton (Versuch A XIV) tbte wie das Glukonat 
einen starken hemmenden Hinfluss. Die Wirkung des y-Laktons 
ist sogar weitaus stérker als Glukonsaure. 

Ks ist noch zu friih etwas Entscheidendes dartiber zu sagen, 
wie die Affinitaét der Taka-j-glukosidase mit der Konstitution der 
Zuckerarten zusammenhanet. Aus den oben erwihnten Ergeb- 
nissen kann man aber foleendes annehmen. 1) Die mit der Taka- 
6-glukosidase sich bindende Substanz gehért zur C¢-Verbindung. 2) 
Das 6. C-Atom muss die OH-Gruppe eimes primaren Alkohols 
tragen. 3) 2.-5. C-Atome miissen je ein H und OH und zwar in 
soleher Stellung wie die Glukose haben. 4) Die OH-Gruppe des 4. 
oder 5. C-Atoms braucht aber nicht frei zu sein, weil Glukonsaure-y- 
lakton und Glukopyranose sich mit dem Ferment binden. 5) Falls 
beide OH-Gruppen des 4. und 5. C-Atoms nicht frei sind, wird die 
Affinitit verloren, z. B. Laktose hemmt die Taka-/-glukosidase nicht 
(Versuch AX). 6) Das 1. C-Atom muss wie oben erwahnt ent- 
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| 
weder in Form von —O—C—O— oder O=C-—O- sein. 


| : ; 
Es gibt eine scheinbare Ausnahme, die aber experimentell ab- 
Nach der letzten Affinitatsbedingung soll 


gvelehnt werden konnte. 


Glukonsdiureamid erwartungsgemass die Taka-f-glukosidase eigent- 
Ich muss aber sagen, dass das Amid einen 


lich nicht hemmen. 


schwachen aber deutlichen hemmenden Einfluss geaussert hat 


(Versuch A XV). 
von dem des Glukonsdurelaktons. 


Lakton dann in Glukonat. 


Thr Betrag erreichte jedoch weniger als 1/100 


Das Glukonsaiureamid zerfallt 
spontan allmahlich in Glukonséurelakton und Ammoniak, dieses 


Jene schwache Hemmung des Amids 


muss dem entstandenen Lakton oder Glukonat zugeschrieben wer- 


den. 


mehr fiir die oben angenommenen Affinitaétstheorie. 


Der Versuch mit dem Glukonsiureamid spricht daher viel- 


Der spontane Zerfall des Glukonséureamids verlauft in in- 


teressanter Weise. 


‘bel 


suchung wird in folgender Tabelle angegeben. 


10% wiassrige Losung wurde ohne Pufferzusatz 
37°C aufbewahrt. 


Das Resultat der physikalischen Unter- 


Sofort 1 Stde. 3 Stdn. 24 Stdn. 48 Stdn. 
PH 5,4 8,3 7,6 ; 6,1 6,1 

; oe ear dilkealiach schwach schwach schwach 
Lakmus sauer alkalisch sauer sauer 
la]p 31,5 = 24,0 ; 22,0 ‘lin 14,0 12,3 


Die spezifische Drehung nimmt allmahlich ab und nahert sich 


dem Wert [a] =+12° des Ammoniumelukonats. 


Die Reaktion der 


Losung ist zuerst sauer, aber nach einer Stunde alkalisch. Es 
miissen Lakton und freies Ammoniak entstanden sein. 
reagiert nachher wieder sauer und zeigt nach 48 Stunden Pu 6,1. 
Dies ist die Aziditat der 10% Losung von Ammoniumglukonat. 
Glukonsaurerelakton dreht polarisiertes Licht nach rechts in 
starkerem Grad als das Amid, wahrend das Glukonat schwicher 
dreht als das Amid. Dass die Lésung nach einer Stunde trotz 
der Abnahme der Drehung alkalisch reagiert, zeigt also, dass in 
dieser Zeit schon Glukonat in grésserer Menge als das Lakton 


Die Lésung 
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gebildet worden ist. Wahrend des Aufbewahrens kann auch ein 
allmahliches Zunehmen des NH, schatzungsweise mittels Nessler- 
reagenz bewiesen werden. 

Als die wassrige Liésung des Amids bei Pu 5,1 unter Pufferung 
mit Acetatgemisch stehen gelassen wurde, veriinderte sich die spezi- 
fische Drehung nicht merklich, aber die zeitliche Zunahme des NHs 
konnte mit Nesslerreagenz festgestellt werden (Versuch Hb). 
Hine geringe Menge von Glukonat und Lakton mussten gebildet 
worden sein. Der Hemmungsgrad, der von dem Amid: gezeigt 
wird, kann durch Lakton mit weniger als 1/100 der Menge bewirkt 
werden. Das Verhialtnis wird noch deutlicher, wenn man die 
Wirkung des Laktons und Amids bei kurzdauerndem Versuch mit 
grosserer Fermentmenge untersucht. Bei dieser Versuchsbedin- 
gung ist die Hemmung durch Amid sehr undeutlich (Versuch F I), 
wahrend die hemmende Wirkung des Laktons sich noch sehr stark 
aussert (Versuch FIL). Ich moechte daher die hemmende 
Wirkung des Glukonsiureamids dem daraus gelieferten Lakton 
oder Glukonat zuschreiben und dieses Ergebnis vielmehr so_be- 
handeln, dass es zum Beweis der oben angenommenen 6. Bedingung 
beitragt. ; 

Die Veranderung der spezifischen Drehung und Aziditiét bei 
dem spontanen Zerfall des Amids, Laktons und Athylesters wird 
im experimentellen Teil zusammengestellt (Versuch G u. H). 

Die Wirkung der Glukonsdure ist sehr charakteristisch. Sie 
hemmt Taka-f-glukosidase sehr stark, sie hat aber keinen Einfluss 
auf Taka-p-galaktosidase und auch auf Emulsin. Taka-f-galakto- 
sidase muss demzufolge durch Galaktonsiure gehemmt werden, 
wihrend das Emulsin dadurch nicht gehemmt wird. Dies soll 
aber spiter experimentell bewiesen werden. 

In der vorangehenden Mitteilunge wurde gesagt, dass die 
Hydrolyse des p-Nitrophenol-a-glukosids wohl durch Glukose und 
Phenol-a-glukosid, jedoch durch Phenol-6-glukosid nicht gehemmt 
wird. Diese a-Glukosidspaltung wird auch durch Maitose gehemmt 
(Versuch EalIl u. bI) und diese Hemmungswirkung bezieht sich 
auf den a-Glukosidrest der Maltose, aber nicht auf den Glukoserest, 
weil Cellobiose auf a-Glukosidase keinen Einfluss austibt (Versuch 


112 S. Ezaki: 


EbII). Hs entspricht dem oben erwihnten Befunde, dass Taka- 
6-glukosidase von Laktose nicht gehemmt wird. 

Diese Arbeit wurde auf Kosten des Kultusministeriums zur 
Férderung der wissenschaftlichen Forschung ausgefihrt. 


EXXPERIMENTELLER TEI. 


Die Versuchsanordnung ist dieselbe wie die in der vorangehen- 
den Mitteilung. 

a. Glukonsaures Caleium (Takeda). Es enthalt 2 Mol. 
Krystallwasser. 

b. Glukonsaures Ammonium. 

Glukonsaures Calcium wird in Wasser gelost und mit berech- 
neter Menge Oxalsaures Ammonium versetzt, das Filtrat eimge- 
dampft und das Rohprodukt zweimal aus heissem Wasser kry- 
stallisiert. Das Ammoniumsalz bildet nadlige Krystalle und zeigt 
[o}$=+12°. 

e. Glukonsaures Natrium. 

Es wird aus Caleciumglukonat und Natriumoxalat in gleicher 
Weise bereitet. Das zweimal mit 9 fachem Volumen Alkohol aus- 
gefallte Praparat zeigte [a|}}=+10.5°. 

d. Glukonsaure-y-lakton wurde nach der Angabe von Nef 
(1914) hergestellt. Das aus wasserfreiem Alkohol umkrystallisierte 
feinnadige Praparat zeigte eimen Schmelzpunkt von 133°C. 
[a]5=+68°. 

e. Glukonsaureithylester wurde nach Hedenburg (1915) 
angefertigt und aus wasserfreiem Alkohol umkrystallisiert. Nadlige 
Krystalle vom Schmelzpunkte 63°C. [a]}8=—0.5°, 

f. Glukonséureamid. 

Glukonsaureathylester wird in der 10 fachen Menge absolutem 
Alkohol aufgelést. Beim Hinleiten des troecknen Ammoniak-Gases 
fallt das Amid als weisse nadelformige Krystalle aus. Das Roh- 
produkt wird in kaltem Wasser aufgelést und mit dem 9 fachen 
Quantum absolutem Alkohol versetzt. Die Umfallung wird noch 
einmal ausgefiihrt. Sehmelzpunkt: 143°C. [a]=+31.5.° Diese 
Zahlen stimmen mit der Angabe von Hudson und Komatsu 
(1919) wherein. 
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g. Maltose (Merck). 
h. Laktose (Merck). 
i. Xylose (Takeda). 
j. Salicin (Merck). 

k 
] 


Sorbit (Kahlbaum). 
Cellobiose (Frankel u. Landau). 
Mannose (Schuchardt). 
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n. Borneolglukonsiure wurde aus Harn eines mit Borneol 


verftitterten Kaninchens isoliert. 


Schmelzpunkt: 160°C. 


ERGEBNIS. 
A. Hydrolyse des p-Nitrophenol-f-glukosids durch Takadiastase 
(0.5%). 
I. Salicin: Hemmung=+ +. 
1/2000 1/200 M/20 
PH5,2 Kontrolle Salicin Salicin Saliein 
Yo % 2 
1 Stde. 42 39 34 5 
2 Stdn. 69 65 53 9 
Bi ys 86 81 67 12 
II. Cellobiose: Hemmung= + +.* 
. M/2000 M/200 M/20 
PH5,2 Kontrolle Cellobiose Cellobiose Cellobiose 
%o 0 0 Yo 
1 Stde. 40 30 18 5 
2 Stdn. 65 49 26 6 
oie 80 63 32 7 
III. -Phenol-a-glukosid: Hemmung=+ +. 
M/2000 M/200 M/20 
PH 5.2 Kontrolle Phenol-a- Phenol-a- Phenol-a- 
/ glukosid glukosid glukosid 
% % 0 % 
1 Stde. 42 37 24 5 
2 Stdn. 68 60 39 9 
Onn aah 83 74 49 13 
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IV. Maltose: Hemmung=+-+. 
‘ Z M/2000 M/200 M/20 
PH5,2 Kontrolle Maltose Maltose Maltose 
%o 0 %o % 
1 Stde. 45 39 27 11 
2 Stdn. 73 64 42 19 
te 96 87 55 24 
V. Xylose: Hemmung=—0. 
2 2 M/2000 M/200 M/20 
PH 5,2 Kontrolle Xylose Xylose Xylose 
%o Jo Yo %o 
1 Stde. 44 44 44 44 
2 Stdn. 74 74 73 73 
Se 88 89 89 89 
VI. Borneolglukuronsaéure: Hemmung=0. 
M/2000 M/200 M/20 
Px 5,2 Kontrolle Borneol- Borneol- Borneol- 
glukuronsiure | glukuronsadure } glukuronsaiure 
@ Jo Jo Jo 
1 Stde. 40 40 41 40 
2 Stdn. 65 66 65 65 
BN Gules 88 87 87 88 
VII. Galaktose: Hemmung=0. 
eee iiacea M/2000 M/200 M/20 
iene stu! he Galaktose Galaktose Galaktose 
Yo Jo %o Yo 
1 Stde. 42 42 41 41 
2 Stdn. 67 68 68 67 
» 89 88 88 88 
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VIII. Mannose: Hemmune—0. 
_ M/2000 M/200 M/20 
PHS,2 Kontrolle Mannose Mannose Mannose 
%o %o %o Jo 
1 Stde 41 41 41 39 
2 Stdn 67 68 67 64 
Doras 89 89 89 85 
IX. Sorbit: Hemmung=0. 
e, = ~ M/2000 M/200 M/20 ms 
PH5,2 Kontrolle ‘ Sorbit Sorbit Sorbit 
Ge. Yo Jo 9% 
1 Stde. 46 45 46 46 
2 Stdn. 73 72, 73 72 
BO ie 90 90 glee 90 
X. lLaktose: Hemmung=0. 
: M/2000 M/200 M/20 
PH 5,2 Kontrolle Laktose Laktose Laktose 
% % Jo 
I Stde. 46 46 46 44 
2 Stdn. 72 73 72 66 
3, 87 88 87 82 
XI. Glukonsaures Natrium: Hemmung= + + +. 
a M/2000 M/200 M/20 
PH 5,2 Kontrolle Glukonat Glukonat Glukonat 
% 0 % %o 
1 Stde. 43 33 15 5 
2 Stdn. 70 55 26 
So 5s 95 73 34 
XIf. Glukonsaures Ammonium: Hemmung=-+ + +. 
M/2000 M/200 M/20 
PH 5,2 Kontrolle, Glukonat) Glukonat Glukonat 
To %o % To 
1 Stde. 42 31 12 Spur 
2 Stdn. Ale 51 20 4 
gee 94 68 26 5 
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XIII. Glukonséureathylester: Hemmung=+++. 
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: M/2000 M/200 M/20 
PH 5,2 Kontrolle Hster Ester Ester 
Jo Jo % Yo 
1 Stde. 41 26 10 0 
2 Stdn. 72 43 15 Spur 
ates 95 bass 19 5 
XIV. Glukonsaure-y-lakton: Hemmung=++-+. 
- ? M/2000 M/200 M/20 
PH5,2 Kontrotle Lakton Lakton Lakton 
Yo %o Jo %o 
1 Stde. oa 14 0 
2 Stdn. 75 yf 0 
yee 94 19 Spur 
XV. Glukonsaureamid: Hemmung=?. 
ae 2 M/2000 M/200 M/20 
PH 5,2 Kontrolle Amid Amid Amid 
%o %o % % 
1 Stde. 43 43 39 21 
2 Stdn. 76 15 72 387/ 
Sie Pep oom 95 85 43 


B. Hydrolyse des p-Nitrophenol-B-glukosids 
sidasefreve Takaferment. 


durch das a-Gluko- 


0,5% Takadiastaseldsung wurde zu Po 5 mit Essigsaure ange- 


sauert und bei 37°C 10 Tage aufbewahrt. 
wirkung war fast vollstandig verschwunden. 


durch Phenol-a-glukosid war aber auch stark (++). 


Die a-Glukosidase- 
Die Hemmbarkeit 


M/2000 M/200 M/20 
Pu 5,2 Kontrolle Phenol-a- Phenol-a- Phenol-a- 
glukosid glukosid glukosid 
7 % o Wee 
1 Stde. 30 27 19 5 
2 Stdn. 53 49 35 9 
Bir. BS 72 66 46 12 
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C. Hydrolyse des p-Nitrophenol-p-galaktosids durch Takadiastase 
(0,25%). 
Glukonsaures Natrium: Hemmung=0. 
p at al M/2000 M/200 M/20 
Te Dye Kontrolle Glukonat Glukonat Glukonat 
Yo Jo %o ; %o 
= 1 Stde. 40 40 39 37 
2 Stdn. 69 69 68 69 
Ep ay 92 92 91 90 
D. Hydrolyse des  p-Nitrophenol-f-glukosids durch Emulsin 
(0,063% ). 
Glukonsaures Natrium: Hemmung=0. 
/2000 u/200 =| ~~ M/20 
Px 6,0 Kontrolle Glukonat Glukonat Glukonat 
%o % Jo Yo 
1 Stde. 45 38 45 42 
2 Stdn. 70 70 70 66 
cee 89 89 87 82 
E. Hydrolyse des p-Nitrophenol-a-glukosids. 
a) Takadiastase (1,5%). 
IT. Glukonsaures Natrium: Hemmung=—0. 
= M/2000 M/200 M/20 
Pu 5,2 Kontrolle Glukonat Glukonat Glukonat 
To %o Jo %o 
1 Stde 38 38 36 36 
2.Stdn 68 68 68 67 
3h ys 90 90 90 88 
II. Maltose: Hemmung=++. 
M/2000 M/200 M/20 
Pa 5,2 Kontrolle Maltose Maltose Maltose 
%o Jo % Yo 
1 Stde. 55 50 24 8 
2 Stdn. 7d 68 aif 10 
ers 86 80 50 13 
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T. Maltose: Hemmung=+-+. 
: . M/2000 M/200 M/20 
PH 7,0 Kontrolle Maltose Maltose Maltose 
- %o %o Jo Jo 
1 Stde. 82 26 43 
2 Stdn. D2 42 Pall 
aie ans 67 O13) PM 10 
If. Cellobiose: Hemmung=0. 
i M/2000 M/200 M/20 
PH 7,0 Kontrolle Cellobiose Cellobiose Cellobiose 
Jo Jo Yo Jo 
1 Stde. 21 20 20 20 
2 Stdn. 37 37 36 36 
Se 51 50 49 49 


F. Vergleich der Wirkung des Glukonséurelaktons und Amids auf 
Taka-B-glukosidase (5%). 


I. Glukonsdureamid: Hemmung= ? 


z = M/2000 M/200 M/20 
PH5,2 Kontrolle Amid Amid Amid 
+ Jo Jo Jo % 
8 Min. 41 41 40 36 
16 Min. 73 72 73 64 
24 Min. 91 91 91 wv 
Il. Glukonsaurelakton: Hemmung=-+ +. 
i : ™M/2000 M/200 M/20 
PH 5,2 Kontrolle Lakton Lakton Lakton 
Jo %o Jo Jo 
12 Min. 67 40 ila 0 
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G. Ph Verinderung der 10% Glukonsiéurederivatlisung bei 37°C. 


Sofort Nach 2 Stdn. Nach 20 Stdn. 
(PH) (PH) (PH) 
Natriumsalz 6,1 6,1 6,1 
Ammoniumsalz 6,1 6,1 6,1 
Athylester 5,4 4,0 2,2 
y-Lakton 4,9 3,9 2, 
Amid 5,4 8,0 


6,1 


H. Verdanderung der spezifischen Drehung \a\p der Glukonsdéure- 


derwatlosung bei 87°C; Polarimetrie bei Zimmertemperatur 


(11-15°C). 


a) Ohne Zusatz von Acetatpuffer. 


Nach 2 Stdn. 


e Sofort Nach 20 Stdn. 
(°C) (°C) CC) 
Natriumsalz +10,5 +10,5 +10,5 
Ammoniumsalz +12 +12 +11,5 
Athylester — 05 +2 + 84 
y-Lakton +68 + 60 +47 
Amid +3155 + 22 +14 


b) Bei Pu 5,1 unter Acetatpufferung. 


Nach 20 Stdn. 


Natriumsalz 
Ammoniumsalz 
Athylester 
y-Lakton 

Amid ° 


Sofort Nach 2 Stdn. 

Se) (°C) (°C) 
+ 10,5 +10,5 +10,5 
+12 +12 a 3) 
1025 + 4 +10,6 
+68 +45 +19 

Poles +31,5 +30,5 


ZUSAMMENFASSUNG. 


Die Wirkung des Ferments vom Takatypus auf p-Nitrophenol- 
B-glukosid wird nicht nur durch Glukose oder #-Glukoside, sondern 
auch durch a-Glukoside und Glukonsiure gehemmt. Der hem- 
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mende Hinfluss wird auch von Glukonsdureathylester und in sehr 
starkem Grad von Glukonsaurelakton ausgeiibt. Eine schwache 
Hemmung des Glukonsiureamids ist dem daraus spontan ent- 
stehenden Lakton oder Glukonat zuzuschreiben. Das Amid zer- 
fallt spontan zuerst in Lakton und Ammoniak, das Lakton wird 
dann in Glukonat umgewandelt. 

Glukonsiure hemmt weder die /-Galaktosidspaltung vom 
Emulsintypus noch die a-Glukosidase. * 
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STUDIES ON URINE PROTEASE.* 


II. A modification of Folin’s method for the determination 
of aminonitrogen by means of /-naphthoquinone- 
4-sulfonic acid. 


By 


TETURO HORI. 


(From the Institute of Biochemistry, Kyusyu Imperial University, 
Hukuoka. Director: Prof. K. Kodama.) 


(Received for publication, July 1, 1940) 


In the course of studies on urine protease it became necessary 
to find an accurate and simple micro-method for the determination 
of amino-nitrogen. For the same purpose EK. Abderhalden 
(1922) used solely the ninhydrine method in his vast investigation 
on “Abwehrferment”. But the experimental conditions are com- 
plicated and difficult, so that too much skill and precaution are 
required to obtain a reliable result. 

Van Slyke’s nitrous acid method was also tried, but this 
cannot be applied to micro-determination owing to the variation 
of blank values. At last, O. Folin’s (1922) colorimetric micro- 
method, based on the colour reaction of amino acids with /- 
naphthoquinone-4-sulfonie acid in the alkaline solution, was found 
most suitable after slight modifications. The procedure of the 
original is very simple but has the imperfection that the excess 
of naphthoquinone dye is so coloured that one must carry out the 
control test each time. 

In this regard, I. S. Danielson (1933) and M. Florkin 
(1937) reported certain modifications. They bleached the colour 
of the excess of naphthoquinone dye by means of decolourizing 
agents. But in testing this method it was found that the de- 
colourization was incomplete and moreover turbidity sometimes 
occured on treatment with bleaching agents. 


* The first report of the series was done by R. Itoh (1940). 
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The author tried, therefore, further improvement in several 
points, such as bleaching agents, reaction temperature, time and 
pH and met with suecess in determining accurately such small 
amounts of amino-nitrogen as from 0.02 mg% to 0.08 mg%. 

In this communication the details of the experiment are reported. 


EXPERIMENTAL. 


I. Reagents. 


1. Sodium /-naphthoquinone-4-sulfonate. 

This was prepared according to the Folin’s description. It 
was a red crystal, melted at 245°C and was free from ammonia. 
For use, 0.5% of watery solution was freshly prepared each time. 

2. 0.25% alcoholic solution of phenolphthalein. 

3. 0.1N NaOH and HCl. 

4. Borate-HCl buffer (pH 8.27). 

5. Bleaching agents. 

Solution I. Four parts of 12 ec. 835% formaldehyde in 1 liter 
water, three parts of 0.1N HCl and one part of glacial acetic acid. 

Solution Il. 0.1M sodium thiosulfate. 

6. Standard solution. 

In 1 liter of water, 0.268 ¢r. of glycine and 0.525 er. of 
glutamic acid are dissolved and 2 gr. of sodium benzoate are added 
as a preservative. 


1 ce. of this solution contains 0.1 mg of amino-nitrogen. 


HCl and the tube is filled up to 12 ce with 3 ce of 
borate buffer and water. After 2 ce of 0.5% sodium 
;  P-naphthoquinone-4-sulfonate is added, the tube is 
Fig. 1. stoppered and kept for 2 hours in an incubator at 


12cm 
aT gigs II. Procedure. 
: 5ece of the examining solution is pipetted into 
: the specially designed tube (Fig. 1), graduated at 
25ee 12 ce and 25ce, and one drop of 0.25% phenol- 
& phthalein solution was added. Then the colour of 
- = the solution is made faintly pink with 0.1N NaOH or 
ce 
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37°C, being protected from light. 

Then the tube is cooled in running water and 2¢e each of 
bleaching agents I and IT are added successively. The test tube 
is filled up to 25 ce with water. After shaking for five minutes, 
the solution is poured into a cuvette of 10mm thickness and set 
in a Pulfrich-Stufenphotometer using Filter S. 47. 


4 


TTI. Caleulation. 


3v means of the method described above, the experiment was 
carried out with the standard solution. The author found hereby 
that the extinction coefficient runs completely parallel to the con- 
centration of amino-nitrogen. As shown in Table I, the average 
value of the extinction coefficient is 8.67 for 1 mg of amino-nitrogen. 


TABLE I. 
Colour reaction with standard solution. 


7 ee 
Amino-N. Extinction Nha genet 
mg coeticient of amino-N. 
0.02 0.173 8.65 
0.03 0.261 8.69 
0.04 0.348 8.69 
0.05 0.432 8.64 
0.06 0.520 8.67 
0.07 0.607 8.67 
0.08 0.695 8.69 
Average ae 8.67 


Therefore the formula for calculation is as follows: 
Extinction coefficient 
8.67 


The amount of amino-N. in mg= 


IV. Effect of various condition on the colour reaction. 

The above formula can be only appled when the experimental 
conditions, as mentioned in the procedure, are rigidly followed. 
It seems necessary to describe the fundamental experiments, which 
lead to this conclusion. 


1. Effect of reaction temperature. 
The reaction was carried out in a similar manner to that 
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described above, for 1 hour, at pH 8.27 and at various tempera- 
tures. As shown in Fig. 2, the colour intensity increases in parallel 
with the temperature rise. 


Fig. 2. 
0.9 f : 
Effect of reaction temperature. 
0.8 
0.7 


Extinction Coefficient 
aon oy SS 
bo (se) c= or Dp 


_ 


BH 
30° 
20° 


0 0.02 0.04 0.06 0.08 
mg of Amino-N 


2. Effect of pH. 

The colour intensity is highest at pH 8.79 and decreases on 
either side. The result is shown in Fig. 3. The reaction time 
was 2 hours and the temperature 37°C. 


oss 
0.9} Effect of pH. 


° 

oo 
ao} 
a0) 


Extineuion Coefficient 
S — S =) S S : 
bo ive) i (33) f=?) ~) 
a = ee 
=I 0 O00 
to my wNwo 
oC) Oo waa 


0.1} : 
p ne 
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mg of Amuino-N 
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3. LE ffect of reaction time. 
As shown in Fig. 4, the colour intensity increases parallel 
with the time. The reaction was carried out at pH 8.27 and 14°C. 


Fig. 4. 
Effect of reaction time, 


I 72 hours 
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> = 
> ~ 
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4. Effect of bleaching agents upon the colour intensity. 
By means of bleaching agents, the colour intensity decreases 
somewhat with the lapse of time, but such a change of colour is 


Wig oe 
Effect of the bleaching agents upon the colour reaction. 


os} 
[ After 5 minutes 


0.7 Il A el) 
60 


Coefficient 


Extinction 
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almost negligible for five minutes. The result is shown in Fig. 5. 
The reaction was carried out at pH 8.27 and 37°C. 


5. Colour reactions with various amino acids. 

The colour intensity varies somewhat with the kind of amino 
acids, as shown in the following (Fig. 6) : 

Leucine > Glycine > Alanine, Standard solution > Glutamic 
acid > Aspartic acid, Cystine > Tryptophane. 

For this reason it is not accurate to use one amino acid as 
standard, so that in my case the mixture of glycine and glutamic 
acid was used, because it represents the average value and because 
both amino acids can be obtained easily in a pure state. 


Wig. 6. 
Colour reaction with various amino acids. 
I Leueimne 
1.0} II Glycine 
III Alanine and Stand Solut 
0.9} TV Tyrosine a 
a V_ Glutamic acid Ill 
ev Aspartic acid and cystine IV 
3 07 VII Tryptophane Ae 
s ? 
& 0.6 VE 
= 05 
Zot 
% 
20.3 
0.2 
O.1 
Po 
0 0.02 0.04 0.06 0.08 


mg of Amino-N 


6. The reaction with the nitrogenous compounds which occur 
m urine and blood. 
a. Urea. At the concentration range from 280 to 1400 mg%, 
it did not react with naphthoquinone. 


b. Uric acid. This gives a red colour in 0.05N NaOH sgolu- 
tion, but not at pH 9.23 and lower. 
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ce. Creatinine. From 115, to 210 me%, no reaction. 

d. Hippuric acid. From 18 to 90mge%, no reaction. 

e. Ammonia. This base reacts with naphthoquinone at pH 
8.27 and gives a red colour. The extinction coefficient runs parallel 
with the concentration, as shown in Table IT. 


EAB THEY ul. 


Colour reaction of NH: with B-naphthoquinane-4-sulfonate. 


i Egon es Extinction coefficient 

0.028 0 

0.056 0.051 
0.084 0.092 
0.112 0.119 
0.140 0.143 
0.280 0.260 
0.420 0.469 
0.700 0.721 
1.400 1.638 


The experiment was carried out at 37°C and for 2 hours. 


7. The reaction with other nitrogenous bases. 

a. Guanine. At a lower pH than 8.27, this did not react 
with naphthoquinone, but in the alkaline solution of 0.05N NaOH 
it forms red crystals. 

b. Xanthine 


c. Caffeine 

“ NCUA ae no reaction. 
e. Nicotine 

f. Striquinine 

g. Morphine 


h. Aniline. This forms red erystals at pH 8.27 and lower. 

i. Indole. This gives a green colour at pH 8.27 and lower. 

j. Taurine. This gives a red colour at pH 8.27 and its ex- 
tinetion coefficient runs parallel with the concentration, as described 
in Table III. 
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TaBLeE III. 
Colour reaction of taurine with B-naphthoquinone-4-sulfonate. 


Concentration of taurine mg% Extinction coefficient 
0.028 0.009 
0.056 0.061 
0.084 0.066 
0.112 0.102 
0.140 0.119 
0.280 0.256 
0.560 0.495 
0.840 0.738 
1.120 0.957 
1.400 237 


V. Remarks. 

Beside the amino acids, ammonia, taurine, uric acid and 
guanine react, as described above, with naphthoquinone sulfonic 
acid. However, when the pH is kept at 8.27, only ammonia and 
taurine give the same colour as that of amino acids. Therefore 
it is necessary to ascertain previously their absence. 


VI. Experiment on rabbit blood. 

12 ce. of 3.5% trichlor-acetic acid was added to 1 ee. of whole 
blood and serum of rabbit, and after the precipitation of protein 
was filtered off, the determination was carried out with 4 ce. of 
the filtrate. The result is shown in Table IV. 


TABLE IV. 
Amino-nitrogen in whole blood of rabbit. 
No Extinetion Amino-N. 
ms coefficient mg% 
1 0.483 15.00 
2 0.518 17.58 
3 0.495 17.10 
4 0.461 15.93 
5 0.451 15.63 


Average — 16.25 
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TABLE IV. 
Amino-nitrogen in rabbit serum. 

NG Extinetion Amino-N. 
; coefficient mg% 
1 0.277 9.60 
2 0.299 10.38 
3 0.320 TEL O 
ay 0.377 13.05 
5 0.282 9.75 
6 0.305 . 10.06 
if 0.267 9.27 
8 0.248 8.64 
9 0.319 11.04 
10 0.310 10.95 
Average = 10.38 


Next, Table IV shows how the amino-nitrogen added to serum 


was recovered. 


TaBLE IV. 


Experiment on the recovery of added amino acid to rabbit serum. 


Amino acid Dy ae : Recovered value LA 
No. | added in eae a of added amino-N ee 
ne Ne coefficient meg. He 0 
; 0.320 0.0330 MAbs Seah 
0.02 0.470 0.0540 ie a 
5 0 0.267 0.0307 acon rae 
- 0.02 0.440 0.0508 F 
0 0.221 0.0256 
3 0.0505 +1.00 
0.05 0.406 0.0761 
RESUME. 


An improved micro-method for the determination of amino- 
nitrogen, by means of $-naphthoquinone-4-sulfonate is reported. 
Many thanks are due to Prof. K. Kodama for his kind 


criticisms and suggestions. 
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UBER OXYDATION DER GALLENSAURE IM 
KARZINOMGEWEBE. 


VON 


HIDEO ISAKA, 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der med. Fakultit Okayama, 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Hingegangen am 5. Juli 1940) 


Nach B. Brahn (1920) soll die normale Leber die Fahigkeit 
haben, Salizylaldehyd in Salizylsiure zu oxydieren. Diese Fahig- 
keit haben zwar nicht nur die Leber sondern auch die Krebsknoten 
der Leber, aber das Organ mit Krebsmetastasen nur in geringem 
Masse. M. Okita (1935) hat festgestellt, dass im allgemeinen das 
Sarkomgewebe Oxydase reichlich enthalt, mit Ausnahme seines 
nekrotisch zerstorten Teils, wo nur wenig Oxydasen vorhanden 
sind. T. Makino (1915) teilte mit, dass die epithelialen Tumoren 
ausnahmslos eine positive Oxydasereaktion ergeben, was von 
T. Asada (1925) bestatigt wurde, und zwar sind die Tumoren, 
die die positive Oxydasereaktion zeigen, epithelial. Obwohl sich 
die Tumoren in Laufe der Generation der Transplantation verarten 
kdnnen, zeigen sie eine positive Oxydasenreaktion, was auf das Vor- 
handensein von Krebsgeweben hinweisen diirfte. | 

Andrerseits hat friiher Heinlein (1980) und neuerdings 
Breusch (1938) festgestellt, dass bei malignen Tumoren das 
Reduktionsvermégen viel starker herabgesetzt ist als beim normalen 
Gewebe und dass beim Tumorgewebe der Maus unter Herabsetzung 
der Funktion im Warburg-Keilin-system der Wasserstofftrans- 
port der C,4-Dicarbonsiure zum Teil gestdért ist. Diese durch 
eestortes Gleichgewicht der Oxydoreduktion hervorgerufene Er- 
scheinung kann man bei Krebsgeweben aus ihrem abnormalen 
Zustand des Stoffwechsels leicht feststellen. In diesem Sinne 
wurde das Schicksal der Ursodesoxycholsaure, die unter den Gallen- 
sduren physiologisch am wirksamsten, aber an Giftigkeit gegen 
Zellen am schwiachsten ist, im Krebsgewebe untersucht, um zu 
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sehen, welche Verainderungen die Saure erfahrt. 

Aus dem Reaktionsgemisch konnten zwei verschiedene Gallen- 
siuren, 3-Oxy-7-keto-cholansiure (II) und 3,7-Diketocholansaure 
(IIL) isolert werden. Es werden nimlich die sekundaren Alkohol- 
eruppen der Ursodesoxycholséure leicht partiell oder total de- 
hydriert. Im Krebsgewebe wird also die OH-Gruppe in der 
Stellune am C; im Molekiil der Ursodesoxycholsdéure viel leichter 
dehydriert, als die in der Stellune am Cz, wie es’ bei der partiellen 
Oxydation der Ursodesoxycholsiure (Iwasaki 1936) mit Chrom- 
siure der Fall war, indem dabei erst im Krebsgewebe 3-Oxy-7- 
ketocholansaure’ (Imai 1937) (II) aus Ursodesoxycholséure (1) 
geliefert wurde, um dann weiter in 3,7-Diketocholansaure (III) 
oxydiert werden zu k6énnen. 


CH; CH, 
—CH-CH.-CH»-COOH CH Regd et ae 
ao = Ue NAR oa 


BLE 


Beim Versuch mit dem menschlichen Adenoearzinom. des 
Magens wurde aus der Reaktionslisung nicht die 3-Oxy-7- 
ketocholanséure sondern nur 3,7-Diketocholansiure gewonnen. 
Das Carzinomgewebe des Magens war gross (1702) und das eines 
26 jahrigen jungen Mannes. gewesen. Da, das Wachstum: dieses 
Tumors auffallend schnell war, kann wohl angenommen werden, 
dass die dehy drierende Wirkung des Tumorgewebes auch sehr stark 
auftrat, sodass die 3-Oxy-7-ketocholansiiure bis. zur 3,7-Diketo- 
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cholansaure véllig oxydiert wurde. 


BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 


1. 3-Oxy-7-ketocholansdure und 3,7-Diketocholansiure 
aus Ursodesoxycholsiure im Gewebe von 
Flexnerschem Rattenkarzinom. 


593@ der durch Transplantation gewachsenen Flexnerschen 
Karzinomgewebe von vielen Ratten, mit Ausnahme des nekrotischen 
Teils, wurden zuerst mit einer Schere fein zerschnitten, dann in 
einem sterilisierten Kolben mit 300 cem einer Ursodesoxycholat- 
losung versetzt, unter Zusatz von 10 Tropfen Chloroform und 
10 ccm Toluol im Brutschrank bei 37°C unter taglich zweimaliger 
Schiittelung 35 Tage stehen gelassen. 

Die Ursodesoxycholatlésung wurde so bereitet, dass 2 @ Urso- 
desoxycholsaure in 5,1 ccm berechneter Menge N-NaOH geloést, mit 
Phosphatpufferlosung von PH=7,8 auf 300 cem aufgefiillt und 
mit Traubenzucker versetzt wurde, bis die Losung 0,2% davon 
enthielt. 

Das Reaktionsgemisch wurde auf dem Wasserbade vorsichtig 
zum Trocknen abgedampft, der Rtickstand mit absolutem Alkohol 
ausgezogen, der Alkoholauszug unter Verdtinnung mit Wasser und 
unter Anséuerung mit verdiinnter Salzsiure mit Petrolather 
mehrmals geschiittelt, mit Sodalésung schwach alkalisch gemacht 
und der Alkohol und Petrolither abgedampft. Diese alkalische 
Losung wurde unter Ansaéuerung mit verdiinnter Salzsdure mit 
Essigather mehrmals extrahiert, bis die Losung sich nicht mehr 
verfarbte. 

Der Essigiitherauszug wurde nach dem Waschen mit Wasser 
eingeenet, wobei eine Krystallisation auftrat. Das von diesem 
abfiltrierte Filtraf wurde wiederum weiter eingeengt, bis der 
Krystall aus der Lésung nicht mehr auftrat. 

Die hierbei abgeschiedene Krystallmasse wurde aus Alkohol um- 
krystallisiert, schmilzt bei 199-202°C und zeigt mit reiner Urso- 
desoxycholsiure keine Schmelzpunktdepression. Liebermann- 
Burehardseche Reaktion: violettrot. Ausbeute 15g. Aus dem 
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von den Krystallen befreiten Filtrat wurde durch weiteres Kinen- 
een eine blige Masse erhalten. 

Diese dlige Masse wurde durch Abdampfen von Essigather 
befreit und aus verdiinntem Alkohol mehrmals umkrystallisiert. 
Der Krystall zeigte eine positive Jaffesche Reaktion und bei 
Liebermann-Burchardscher Reaktion keine Farbe. Glanzende 
Schuppen vom Schmelzpunkt 152°C. Keine Schmelzpunktdepres- 
sion mit reiner Dehydro-ursodesoxycholsiure. Ausbeute 76 mg. 

Der in Alkohol unter Zusatz von konz. Schwefelsdure bereitete 
Athylester krystallisiert in Nadeln vom Schmelzpunkt 133°C. 

4,540 mg Sub.: 12,480 mg COs, 3,900 mg HO. 


C2¢H1004 Ber. © 74,95% H 9,68% 
Get” .7) 74,9057) * 55 025; 


Aus dem von der 3,7-Diketocholanséure vom Schmelzpunkt 
152°C befreiten Filtrat wurde durch weiteres Einengen eine kleine 
Menge von Krystallen gewonnen, die eine schwach positive 
Jaffesche Reaktion zeigen. Der Krystall wurde aus verdiinntem 
Alkohol mehrmals umkrystallisiert, zeigte nicht mehr Jaffesche 
Reaktion und schmolz bei 200-202°C. Er zeigte mit reiner 3-Oxy- 
7-ketocholansdiure keine Schmelzpunktdepression. Ausbeute 5,0 mg. 


4,163 mg Sub.: 11,260 mg COs, 3,600 mg H.0. 
Cos HasOx Ber. C 73,79% - H 9,81% 
(Gries MCh EM ey CMSs 


2. 3,7-Diketocholansdure aus Ursodesoxycholsiure im 
menschlichen Adenocarzinom des Magens. 


170g Adenocarzinomgewebe, welche mittelst chirurgischer 
Operation in der Klinik von Prof. F. Ishiyama aus dem Magen 
eines 26 jahrigen Mannes herausgenommen worden waren, wurden 
vom nekrotischen Teil abprapariert, der Rest von 120g Gewebe 
mit einer Schere fein zerschnitten und in einem sterilisierten 
Kolben mit 500 ccm einer Ursodesoxycholatlésung versetzt, die in 
der Weise hergestellt wurde, dass 4,0g¢ Ursodesoxycholsiure in 
10,2 cem berechneter Menge N-NaOH gelést, mit einer Phosphat- 
pufferlosung von Pu=7,8 auf 500 ccm aufgefiillt und noch darin 
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Traubenzucker geloést wurde, bis die Lésung 0,2% davon enthielt. 

Das Gemisch wurde unter Zusatz von 10 cem Toluol im Brut- 
schrank bei 37°C unter taglch zweimaliger Schiittelung 35 Tage 
lang stehen gelassen. Diese Reaktionslésung wurde genau, wie es 
bei dem Flexnerschen Karzinomgewebe der Fall war, behandelt. 
Aus der Mutterlauge, aus der unveranderte Ursodesoxycholsaure 
entfernt worden war, wurde eine Siure vom Schmelzpunkt 152°C 
in einer Ausbeute von 87 me erhalten. In dem hiervon erhaltenen 
Filtrat wurde kein Krystall mehr vorgefunden. 

Der Krystall vom Schmelzpunkt 152°C zeigte eine starke 
Jaffesche Reaktion, aber keine Liebermannsche Reaktion. 
Keine Schmelzpunktdepression mit reiner 3,7-Diketocholansaure. 
Ausbeute 87 mg. Der in Alkohol unter Zusatz von konz. Schwefel- 
sdiure bereitete Athylester sehmilzt bei 188°C. 


3,174 mg Sub.: 8,710 mg CO», 2,736 mg H2O. 
Cog H 4001 Ber. C 74,95% H 9,68% 
Cis ay (Fame oy SMO 


Zum Schluss mochte ich hier Herrn Dr. Z. Kitasato im 
Kitasato Institut Tokyo ftir seine freundlichen Ratschlage bei der 
Entwicklung dieser Arbeitsidee meinen herzlichen Dank sagen. 
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A STUDY OF THE SUGAR SUBSTANCE IN URINE.” 


By 


HIFUMI HORIE. 


(From the Biochemical Department and the Department of 
Internal Diseases of the Kobe Prefectural Hospital. 
Director: Masaji Takeda, M. D.) 


(Received for publication, July 6, 1940) 


Part I. Introduction. 


For many years there has been much discussion as to whether 
glucose is present in the urine of normal and pathological patients 
other than those with diabetes mellitus. 

In the latter part of the nineteenth and the early part of the 
twentieth century Baisch, Pavy and Breul made a study of 
this problem and reported that in one day’s exeretion of urine 
of normal persons there is from 0.3 to 1.9 gm. of non-nitrogenous 
reducing substances, and that from 30 to 90% of this is glucose. 
However, since there is a great quantity of nitrogenous reducing 
substances in urine it was difficult to distinguish between and deter- 
mine the amounts of non-nitrogenous and nitrogenous reducing 
substances. Thus, the study of this problem was postponed until 
in 1918 Benedict proved by fermentation experiment, that sugar 
is present in the urine of normal persons. This sugar in normal 
urine—whose presence could not be proved by the older methods— 
was now named “eglycuresis”, as against “glycosuria”. Since the 
publication of Benedict's hypothesis on the nature of true sugar 
in urine, many investigators of this subject have appeared. 

Folin and Berglund claimed that glycuresis resulted from 
the intake of unassimilable and unutilizable sugar. In 1924 Host 
and Greenwald were able to detect true sugar in the urine of 


*) The part of this paper was presented at the 29th meeting of the Osaka 
Section of the Japanese Biochemical Society, March, 1937 and at the 10th Con- 
gress of the Japanese Medical Society, April, 1938. 
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normal persons, but they maintained the opinion that this is a pro- 
duct of metabolism, as it does not increase after ingestion of sugar. 
Regarding this question, Shaffer and Hartman, known for their 
method of determining bloodsugar, experimented with the fermenta- 
tion technique and were unable to find measurable amounts of 
fermentable material in urine. Greenwald, Gross and Samet 
have found similar results. However, regarding this subject of 
reducing substances and fermentable material, most scholars have 
found from 20 to 70% of decrease of reducing substances in normal 
urine. 

In 1927 Eagle also made a study of this question. He 
announced, after comparing the result obtained by the previously- 
published method of fermentation requiring 24 hours for the com- 
pletion of fermentaiton, with that of experiment ending within an 
hour by the use of powerful ferment, that the decreased reducing 
substances in the former case are not true sugar but sugar resulting 
from the non-fermentable reducing substances being destroyed by 
the action of bacteria. By incubating ordinary yeast and urine 
in the presence of toluene, Patterson, in 1926, noted no change 
in reducing power. 

Van Slyke and Hawkins (1929) using Eagle’s technique, 
reported the amount of fermentable sugar to be under 10 me%. 
On the ‘other hand Greenwald, Gross and Maguire (1927) 
found fermentable sugar after meals but not after glucose inges- 
tion. 

Peterson and West (1929) have also observed in 50 normal 
urines the daily excretion of fermentable reducing substances in 
amounts varying widely up to 400 me. 

From 1931, prompted by Eagle’s observation, there have been 
many reports on the nature of the reducing substances in urine. 

In recent studies of this question, attention was given to 
Kagle’s explanation—that a powerful ferment should be used in 
a short time—and to the fact that in order to keep the non- 
fermentable reducing substances as small as possible, Lloyd’s 
reagent or mercuric sulfate should be used previous to the deter- 
mination of reducing power. 
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In 1932 West and his collaborators announced that fermen- 
table reducing substances appear even in normal urine during 
fasting, and that a part of this is glucose. 

In 1931 Harding and Selby were not able to prove the 
presence of fermentable reducing substances in filtrated urine of 
normal persons during fasting, when previously treated with 
Lloyd’s reagent and diluted sulphuric acid. However, 50% of 
medical students, who were used as test subjects, show small 
amount of fermentable sugar in post-prandial afternoon urine. 

In 19383 Harding announced that he found ferméntable 
reducing substances in urine previously treated with HeSO, and 
acid. He concluded that because of the higher acidity of the above 
urine over that when the former Lloyd’s reagent was used, these 
were due, probably, to the newly formed fermentable reducing 
substances which were produced by hydrolysis. 

In 19385, Laug and Nash reported that when dog urine is 
hydrolysed with acid, non-nitrogenous fernentable reducing sub- 
stances are developed. However, they argued that this does not 
derive from non-fermentable reducing substances. Regarding this 
sugar produced in the hydrolysed dog urine, the following 
hypothesis was advanced. When we think of polysaccharide (lke 
glycogen) or non reducible di-saccharide, that is cane sugar, Laug’s 


theory might be explained. 

Substance X (non-reducing, non-fermentable) 
Hydrolysis 

Substance Y (reducing, non-fermentable) 
Hydrolysis 

Endo-product (reducing, fermentable ) 


In Japan no treatise on this subject has been appeared. The 
present paper is presented regarding the following inquiries on 
this subject : 

1. The question of whether or not true sugar or fermentable 
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reducing substances are present in normal urime. If present, to 
what extent. Again, what is the situation in urine of patients 
other than those with diabetes mellitus? 

2. The question of whether or not true sugar or fermentable 
reducing substances could be formed by hydrolysing normal urine. 
If this is possible, does its formation have any relation to non- 
fermentable reducing substances? 

3. A comparative study of the relationship between hydro- 
lysable reducing substances in urine and the surface active sub- 
stances in urine. As for the surface active substances of patho- 
logical urine, it was proved by Director Takeda (1923), that the 
substances rapidly accelerating the surface activity at pH-4 are 
those belonging to the urobilin fraction, while the strong surface 
activity at pH-9 is due to bile acid salts. Moreover, K. Yuzawa 
(1934) showed that the surface active substances of normal urine 
was produced when fatty acid derivatives of Indol, Benzol and 
Pyrrol or conjugated glycuronic acids or ethereal sulphuric acid 
is hydrolysed. Since by hydrolysis, both the reducing power and 
the surface activity rapidly increase, the question naturally arises 
in what way they are connected each other. 

4. In studies of this subject, only the reducing value was 
considered formerly. The author investigated also the sugar value 
obtained by orcinol reaction. 

5. To normal subjects and patients a certain amount of glucose 
or cane sugar was given, and the amounts of non-fermentable and 
fermentable reducing substances determined in the following four 
hours urine. Also, the amounts of fermentable and non-fermentable 
reducing substances after hydrolysis and the sugar value of orcinol, 
as well as the total reducing value of the blood, were determined. 


Part II. Experimental and Methods. 


In adding ferment to the reducing substances in urine by 
the former method, the fermentation is allowed to arise in urine 
showing a weak acid reaction (pH=5—6). Even if on the one 
hand, there is a decrease of some reducing substances from 
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fermentation, their production through hydrolysis of acid reaction 
can be expected, so that the value of the reducing substances after 
fermentation may remain so small that it cannot be numerically 
determined. 

Again, as Laug has proved, in a long period of fermentation, 
there is the fear of the reducing substances being destroyed by 
bacteria. Thus, the author has used the powerful Fleischmann’s 
yeast in concentrated form, and cut down the time of fermentation. 
Again, depending on the specific gravity of the uirne and its in- 
volved organie and inorganic substances, the concentration differs. 

There are some differences even in relatively healthy urine, 
and the differences are very great in the urine of patients. In 
making a statistical record of the non-fermentable and fermentable 
reducing substances in urine, the author has previously set the 
specific gravity of all the urines at 1010 before determining their 
reducing substances. 


A. The method of determining the amounts of reducing 
substances in urine and hydrolyzable reducing 
substances in urine. 

1. 1.0 ce. of urine of a constant specific gravity 1s poured in 
to a centrifuge tube, to which 7.0 ec. of distilled water and 2.0 ce. 
of 0.1 N. HsSO, being added. The 32m. of Lloyd’s reagent are 
then added and immediately stirred for three or four minutes with 
a glass rod, centrifuged, and then the supernatant liquid of pH-6.6 
is taken and experimented on. 

2. Determination of reducing substances. 

A. 1.0ce. of the clear supernatant liquid is taken and the 
value of the total reducing’ substances is determined by the 
Hagedorn-Jensen method. 

B. 5.0ce. of the clear supernatant liquid is taken and 25% 
of Fleischmann’s yeast is mixed in a water bath of 28°C. and 
left for 25 minutes. Then the value of non-fermentable reducing 
substances is determined. 


(A)—(B) = value of fermentable reducing substances. 
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3. The value of hydrolyzable reducing substances. 

A. To 1.0 ce. of the clear upper liquid, 3.5 ec. of water, and 
0.5 ec. of 44 g/dl sulphuric acid are added and hydrolyzed in a high 
pressure kettle for 30 minutes at a temperature of 120°C. (Using 
the Ohta method) This is later neutralised to pH-6.0 and the 
content of hydrolyzable reducing substances determined. 

B. 1.0 ce. of the clear upper fluid is taken and hydrolyzed 
as in the preceding experiment. After neutralising this to pH-6.0, 
25% of Fleischmann’s yeast is added to the entire volume and 
left in a water bath of 30°C. for fiften minutes. Then the entire 
volume of the clear upper fluid in the centrifugal tube is trans- 
ferred to other test tubes and the value of hydrolyzable non- 
fermentable reducing substances is determined. 


(A)-(B) =value of hydrolyzable fermentable reducing sub- 
stances. 


4. 0.5 cc. of the clear upper fluid of Experiment (1) is taken 
and the sugar value by orcinol is determined by Yamamoto’s 
method. 

a. That is, to 0.5cc. of the clear upper fluid, 7.5 ce. of 
sulphuric acid (6 volume of conc. sulphurie acid and 4° volumes 
of water) are added. 

b. 0.25 ee. of 2% orcinol sulphurie¢ solution is also added. 

e. It is heated in a water bath at 100°C. for seven minutes. 

d. The sugar value is determined by colorimetry | (with 
glucose solution as standard). 


B. The method of determining bile acid salt in urine. 
(By the Takeda, Oho, and Yoshinare method) 
First, the specific gravity of urine is adjusted to 1010, and 
by the Traube Stalagmometer, the drops of urine are counted. 


A.Q.=pH-41-38, N.Q@=pH-6-7, ~ AlLOl=pH9 


The method of computation 


St.u 
sao je eee ee SSL 
O = (sree 2) 1000 
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St. u = drops of urine 
St. Wie = drops of distilled water at room temperature 
Q = Quotient. 


Part III. Results of the Experiment. 


Cuaprer 1. THE SUGAR SUBSTANCE OF NORMAL AND 
PATHOLOGICAL URINE. 


A. The value of reducing substances. 


In determining the value of reducing substances in urine of 
normal persons and pathological patients other than diabetes 
mellitus, we find that the average of the total reducing substances 
in normal persons is 76mg%, while that of patients other than 
diabetes mellitus is 128mge%. The average of fermentable redue- 
ing substances for the former was 12 mg% and that of the latter 
was 15mg%. And the percent value against total reducing sub- 
stances was 15.8% for the former and 11.8% for the latter. 13.8% 
was the average for both. In other words, the fermentable reduc- 
ing substances which result from fermentation of yeast present in 
reducing substances of urine of normal and pathological patients, 
other than those of diabetes mellitus, is 13.5%. This value is 
small, but it is doubtful whether this is glucose, or is due to an 
experimental error in the fermentation technique. (Tables I and I1) 
Non-fermentable reducing substances have a higher value generally 
in pathological urine than in normal urine. (Tables I and IT) 


B. The content of hydrolyzable reducing substances. 


The content of reducing substances in hydrolyzable urine of 
normal persons and patients, other than those with diabetes 
mellitus, was first determined. The total reducing substances of 
the former averaged 95mg%, the latter 145mg%. The content 
of fermentable reducing substances of the former was 30mg%, 
the latter, 32 mg%. (Tables [and II) Therefore, there is no great 
difference in value in fermentable reducing substances indicated 
between the two. However, when the fermentable reducing: sub- 
stanees of urine before and after hydrolysis were compared, there 
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TABLE II a. 


Normal urine. 
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was an increase, the average for normal urine being 19 mg% and 
that for pathological being 17 mg%. (Tables III] and IV) In this 
case, since there is no change in value of the non-fermentable 
reducing substances and a very slight increase in value of the 
fermentable reducing substances after hydrolysis, we can say that 
the hydrolyzable fermentable and hydrolyzable non-fermentable 
reducing substances have no relationship with each other, and that 
it is due to other substances. Since there is a formation of new 
non-fermentable reducing substances through hydrolysis on the one 
hand, and there is a reduction in the value of non-fermentable 
reducing substances through fermentation on the other, we are led 
to believe that the change in value remained unnoticed. However, 


TasueE ITI. 


Reducing substances in urine, mg per cent 
Name Total Non-fermentable Fermentable 
Original eralaes Original ae Original ws 

Ye) els 56 +40 54 ae 2 +34 
E. R. 92 +25 76 ae Oe 16 +18 
Sa. 67 +45 58 =n () 9 +49 
A. 68 — 2 67 S107 if +15 
NAA OR 96 seo) 81 + 4 15 +15 
MWe dle 83 +14 65 il 18 +15 
KES Ss 65 i 44 = "ff 21 ap OS 
K. K. 76 +14 66 — 8 10 +22 
oY: 85 +15 79 = € 6 +23 
8.8 63 + 30 54 +16 ; 7 +16 
ING OG 70 4 8) 53 eas 17 + 
Kes. 66 +15 56 — 0 10 +15 
le ELS 80 +53 74 =" 3) 6 +36 
SS. 50 +25 31 = al 19 +26 
1S 18h 108 +18 97 ae ila spall 
T. Y. 99 +4 84 aFs 15 +10 
Average 


19 mg% 
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TaBLe IV. 
Reducing substances in urine, mg per cent 
Name and Total Fermentable Non-fermentable 
Disease 
Mp3 ‘Change on|,... -,|Change on|,°. . ..|Change on 
Original hydrolysis Original hydrolysis Original hydrolysis 
T. K. t 
Pulmonary tuber- 132 cies 125 ae ft + 20 
culosis (heavy) 
fess ; : 
Pulmonary tuber- 140 +19 134 a 6 oo 
culosis (heavy) 
My: 15 +14 |. . 62 —7 13 +21 
Pleurisy 
ae 100 +97 73 at 27 +26 
Pleurisy 
We WM 5 3 2 ; 
Catarrhal icterus Bue wee 195 ge 13 ane 
Ks. 147°) 411 130 6 17 $17 
Nephrose 
Sh Sk reo PS 
Nepiaaes 106 +23 94 + 6 15 +14 
Ne a 5 a 
Efeht-feves 156 +13 128 iat 28 ae {2 
Average 
17 mg% 


as seen in many examples, it would be difficult to accept the view 
that there is an equal increase and decrease. 

Generally, pathological urine has a higher content of non- 
fermentable reducing substances, its average being 113 me¢%—that 
of normal urine being 64mg%. (Tables I and IT) 


C. The sugar value of orcinol. 


There is no extraordinary difference in the value of orcinol in 
normal aud in pathological urine. It is, generally, below 100 mg%. 
(Tables ['and II) 


viel Total amount of the reducing substances, or the sugar 
| - value, of orcinol, and its relationship to 
| surface active substances. 
The relationship between all the reducing ‘Substances, especial- 
ly the hydrolyzable reducing substances and surface active sub- 
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stances is shght. (Table IT) 


Cuaprer Il. THE suGAR SUBSTANCE IN URINE OF NORMAL 
PERSONS GIVEN THE SUGAR SUBSTANCE. 


A. The sugar value in urine of healthy persons, when 
150 gm. of glucose were given. 


The amount of fermentable reducing substances excreted in 
urine of normal persons within four hours after administering 
150 gm. of glucose under fasting, was 30-50 mg. in average. The 
amount of fermentable reducing substances, increased by hydro- 
lysis, was from 40-80 mg. The sugar value of (hydrolyzed) orcinol 
often shows an even smaller increase than the others; however, the 
difference between this and hydrolyzable reducing sugar is less than 
40mg. (Tables VI and VII and IX) Again, the amount of 
fermentable reducing substances in urine of healthy persons within 
four hours after administering 200 em. of glucose was from 60-70 
mg in average. Although this is only a small increase over the 
case when 150 grams of glucose was. given, there is a marked in- 
erease of from 360-500 mg in the hydrolyzable fermentable reduc- 
ing substance observable. The hydrolyzable orcinol sugar value 
was from 600-800 mg. Furthermore, for comparative purposes, 
50 gm. of glucose were given, the results of which are presented in 
Table V. 


B. The amounts of the sugar substances in urine of 
normal persons, when 200 gm. of glucose 
were gwen. 


After administering 200 gm. of glucose to healthy persons 
during fasting, their urine was examined for the next four hours 
for fermentable and non-fermentable reducing jsubstances. Also, 
after hydrolysis, the non:fermentable and fermentable reducing 
substances were determined as well as the sugar value of orcinol. 
There was no change in non-fermentable or fermentable reducing 
substances. There was also no change in non-fermentable reducing 
substances after hydrolysis. However, there was a marked increase 
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Y. H.: Healthy person. Gives 150 gm of cane sugar (in 300 ce, water) 
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in fermentable reducing substances (that is, the value of true 
sugar) in urine after hydrolysis observed. Also, there was a 
marked increase in the sugar value of orcinol. (Table VIIT) 


O. The amount of sugar in urine of healthy persons, when 
150 gm., 100 gm., and 50 gm. respectively of 
cane sugar were gwen. 


150 gm. of cane sugar were given to fasting, healthy persons. 
Careful studies of excreted saccharide of animals have been made 
by Prof. Nagayama of Jikeiin Medical College, but there are 
still no reports on excreted saccharide of man. The author has 
found in the urine of healthy persons—excreted within four hours 
after the administration of cane sugar—from 150-220mg of 
fermentable reducing substances. In urine after hydrolysis, there 
was a large increase in the amount of fermentable reducing sub- 
stances—from 700-1100 mg more than before hydrolysis. (Table 
XII) It is conjectured that hydrolysable sugar excreted in urine 
is possibly the administered cane sugar, which has not changed. 
Furthermore, the hydrolyszable orcinol sugar value showed a much 
greater increase than the value of hydrolyzable reducing sugar. 
Even when’ 100 gm. of cane sugar were given to healthy persons, 
the amount of hydrolyzed sugar in the urine was almost the same. 
However, there was a greater decrease in the amount of fermentable 
reducing substances than when 150 em. of cane sugar were given. 
(Table XI) When 50 gm. of cane sugar were given, there was 


hardly any change in the hydrolyzable sugar value of urine. 
(Table X) 


Cuarpter V. SumMMARY AND CONCLUSION. 


1. The average of the amount of fermentable reducing sub- 
stances in urine of healthy persons is 12 mg% ; that of pathological 
patients, other than patients with diabetes mellitus, is 15mg%. 
The percentage for the amount of reducing substances is 15.8% 
for the former and 11.8% for the latter. The average is 13.8%. 
Whether this slight change in value is due to the influence of 
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glucose or to experimental error in the fermentation technique is 
uncertain. 

2. When urine of normal persons and patients, other than 
diabetics, is hydrolyzed, there is only a sheht increase (average- 
18mg%) in the amount of fermentable reducing substances. Since 
in all eases there is no change in the amount of non-fermentable 
reducing substance, it is possible that the increase in fermentable 
reducing substances is due to something other than non-fermentable 
reducing substances. 

3. The relationship between hydrolyzable reducing sub- 
stances, or the sugar value of orcinol, and surface active substances 
is sheht. 

4. After a 150gm. glucose ingestion by fasting laboratory 
workers in the morning no increased amount of fermentable sugar 
can be detected in the urine, but a slightly increased amount of 
true sugars, both reducing and oreimol values, appears after hydro- 
lysis. 

A 200e@m. glucose ingestion showed only a small amount of 
increased fermentable sugar in the urine, and marked amounts of 
increased true sugars, both reducing and orecinol values, can be 
detected after hydrolysis. 

5. The urine of healthy persons, excreted within four hours 
after 150 gm. of cane sugar are given, shows from 150-220 meg of 
fermentable reducing substances. However, hydrolyzable reducing 
sugar shows a large increase of from 700-1100 mg; while the 
hydrolyzable orcinol sugar value is higher in amount by from 400- 
700 mg than that of hydrolyzable reducing sugars. When 100 gm. 
of cane sugar are ingested, the amount of hydrolyzable reducing 
sugar and the oreinol sugar value in the urine is less than when 
150 em. are given. When 50 gm. of cane sugar are given, no in- 
creased amount of true sugars, either reducing or orcinol values, 
can be detected. 

6. In short, when a large amount of glucose is given to 
fasting healthy persons, the presence of glucose is noticeable in 
the urine. Furthermore, somewhat larger amounts of hydrolyzable 
sugar are excreted. This hydrolyzable sugar seems to originate 
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from non-fermentable reducing substances. In the same way, the 
author is led to believe that the increased amounts of hydrolyzable 
sugar in urine after cane:sugar is taken is due to the unassimila- 
bility of the cane sugar. 

In conclusion, I wish to express my deepest gratitude to 
Director Takeda for his constant kindness in directing the study, 
and to Prof. Kakiuchi for reviewing this paper. 
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The problem of free sugar in the blood has now received a 
satisfactory solution. There may still be doubt as to the combined 
state of sugar in the blood, which can be isolated from the non- 
reducing substances within the serum by hydrolysis with sulphuric 
acid and heating. This sugar which by hydrolysis becomes free 
from serum was called combined sugar or protein sugar, but Dr. 
Takeda of our laboratory has called it hydrolysable sugar. The 
results of experiments with a carbohydrate-complex isolated frora 
the blood serum of horses by Rimington (1929) and from egg 
protein by Levene and Mori (1929) have been published. 

But observations on the hydrolysable sugar content of haman 
blood and other body fluids are rare, partly owing to the great 
difficulties in estimation. 

, Im order to conduct a study of carbohydrate and protein 
metabolism, it was necessary to investigate not only the content 
of free blood-sugar, but also the combined or hydrolysable sugar 
content of blood-serum, and it was considered to be of interest 
and importance to decide on a method for the determination of 
the hydrolysable-sugar content of the serum of normal and patho- 
logical subjects. 

Methods available for the estimation of hydrolysable sugar 
content in blood-serum fall into two classes, those depending upon 
the reduction methods and those depending upon colorimetric 
methods employing colour reaction specific for carbohydrate. . 

When blood-serum is hydrolysed, there results, together with 
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the formation of true sugar, a great quantity of reducing sub- 
stances not due to sugar. Therefore, reduction methods are in- 
applicable in determining hydrolysable sugar in the blood serum. 
If, in this case, reduction methods are to be employed in determin- 
ing true sugar, yeast must be used. 

The method for the esitmation of the total carbohydrate con- 
tent in blood-serum by hydrolysis employing yeast and small 
quantities of material, was published recently (1937) by Ohta, 
from this laboratory. 

I propose to estimate the value of hydrolysable sugar in the 
blood-serum by other than reduction methods. In deproteinizing 
the reducing substances not due to sugar, there is no suitable 
method known today whereby the reducing substances can be 
precipitated together with protein. We know that there is no way 
other than by colorimetric methods depending colour-reaction 
specific for carbohydrate. 

A colorimetric method has been published by Dische and 
Popper (1926) based upon interaction between carbohydrates and 
indole (indole or scatole with sulphurie acid), which showed that 
the same value was given by sugars, whether in the free or com- 
bined state. 

Later, Tillmans and Philippi (1929) employed another 
colour-reaction (orcinol together with sulphuric acid) and deter- 
mined the content of both a free and a combined state of the 
carbohydrate content of various proteins, and published their 
results. tre 

Rimington and Lustig (1931) isolated the carbohydrate 
complex of serum proteins in a pure state and by the orcinol method 
of Tillmans and Philippi and the indole method of Diseh 
and Popper, determined the total carbohydrate content. They 
announced that the results obtained by these two different methods 
are in agreement. 

Sgrensen and Haugaard employed the orcinol method but 
instead of a colorimeter, they used a stufenphotometer (P ulfrich) 
to determine the content of carbohydrates in proteins. 
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That orcinol sulphuric reaction causes an almost uniform 
colour reaction and a colour tone of the same intensity for various 
sugar substances has been proved by a series of experiments. Also, 

_the method of determining the value of blood sugar has been 
contrived as follows: 

1. As test material, 0.5 ¢¢. of blood plasma or blood serum 
is taken and to this 7.5 ce. of sulphuric acid (6 vols. of sulphuric 
acid, 4 vols. of distilled water) are added. 

2. 0.25 ce. of 2% oreinol sulphuric acid (1H:S04:3H20) is 
added. 

3. This mixture is heated for 7 minutes in a boiling water 
bath (100°C). 

4. A colorimetry is taken by the Spenser-Dubosugq colori- 
meter (with glucose as standard). 


PROCEDURE. 
1. The determination of total sugar in blood. 

0.5 ec. of blood-plasma or blood-serum are measured into a 
test tube and then diluted with 4.5 ec. of distilled water, 0.5 ce. 
each of this diluted blood serum or plasma are transfered to each 
of a series of test tubes, to each of which 7.5 ec. of sulphuric acid 
solution (6 volumes concent. sulphuric acid: 4 volumes distilled 
water) have been added and the contents of the tubes are mixed. 
0.25 ee. of 2% orcinol reagent are then added slowly and the 
contents of the tubes are mixed well with shaking, and after allow- 
ing the tubes to stand for few minutes at room temperature they 
are heated in a boiling water bath for 7 minutes, then rapidly 
cooled in running water. The resulting colour undergoes only 
little or no change on standing for hours. The intensity of the 
colour developed was compared in the colorimeter, using the glucose 
solution as a standard. Each 0.5 ee. of diluted glucose standard 
solution (contaning 5, 10, 15, 20, and 30 mg of glucose) are trans- 
fered to similar test-tubes, the sulphuric acid solution and orcinol 
reagent are then added, and treated the same way as in the un- 
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known solution. 
The calculation is as follows: 


Reading of standard 


: x 200 = mg glucose 
Reading of unknown 


value of total sugar per 100 ee. blood-serum. 


2. Determination of free sugar in the blood. 


0.5 ee. of blood-plasma or blood-serum are transfered to a test 
tube, 3.5 ce. of distilled water added, then 0.5 ce. of 10% solution 
tungustate and 0.5 ce. 2/3.N. sulphuric acid are added slowly with 
shaking to precipitate the whole of the protein by the method 
of Folin-Wu. From the filtrate, 0.5 cc. are transfered to a test 
tube and the sulphuric acid solution is then added, followed by 
the orcinol reagent, and it is tested in the same way as described 
above. 

The calculation is the same as in the total sugar determination 
of blood-serum described above. 


> 


3. Value of hydrolysable sugar in blood-serum. 


Subtracting glucose value of free sugar in blood-serum from 
glucose value of total sugar in blood-serum, we obtain the glucose 
value of hydrolysable sugar per 100 ce. of blood-serum in mg. 


DIscUSSION. 


1. Effect of sulphuric acid concentration on the orcinol re- 
action. 

0.5 ec. of diluted standard glucose solution (each containing 
10 mg glucose) are transfered to each of a series of nine test tubes; 
then to each 7.5 ce. of sulphuric acid solutions of different con- 
centrations, as indicated below were added, followed by 0.25 ce. of 
2% orcinol reagent. The contents of the test tubes are mixed 
and heated in a boiling water-bath for 7 minutes, under the same 
experimental conditions as those already described. The colors 
of the series developed are shown in Table I. 

We have found that the concentration of sulphuric acid has a 
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TABLE I. 
Glucose H2SO.: H2O + |Orcinol sulph. acid Heating Color tone 
10 mg 10:0 2% orcinol 7 min. violet-blue 
” aul ” ” ” 
”% 8:2 ” ” cobalt 
fp 7-3 ” ” beer-brown 
” 6:4 ” ” yellow-brown 
” Dane ” ” yellowish 
” 4:6 ” ” no colouring 
9 3B 3 4 ” , ” 
2 2:8 ” ” ” 


marked effect upon the development of the colour, and that the 
various colours ranging from violet blue to colorless are observed 
by using different concentrations of sulphuric acid solution. The 
effect of sulphuric acid concentrations upon the development of the 
colours is such that a 6:4 diluted sulphuric acid solution (6 volumes 
of concentrated sulphuric acid and 4 volumes of distilled water) 
is the most suitable for color comparison in the colorimeter. 

2. Effect of the concentration of oreinol solution on the 
oreinol reaction. 

A few experiments were carried out to determine whether the 
rate of the reaction was influenced by the concentration of the 
oreinol solution. The effect of the different concentrations of 
orcinol solutions, as indicated below, was observed under the same 
experimental conditions, and the results obtained are in Table II. 


TABLE II. 
Orcinol solution Glucose 6:4 HSO, Heating Colouring tone 
0.5% 10 mg 7.5 ce. 7 min. bright-orange 
1.0% ” ” ” 53 
1.5% ” ” ” orange 
2.0% ” ” ” ” 
2.5% ” ” ” ” 
3.0% ” ” ” ” 
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This indicated that the use of a 2% orcinol solution would 
be most desirable in the orcinol reaction, as this concentration of 
oreinol solution gives the maximum depth of colour. 

3. The orcinol sugar values of various sugars other hen the 
glucose. 

In order to test the intensity of color from sugars other than 
glucose in orcinol reactions, the orcinol sugar values of various 


TABLE III. 
Reducing Orcinol Hydrol. (100°C) 
mg% Sugars value value reduc. value 
mg mg mgVYo 
100 mannose 97 165 88 
100 fructose 97 78 65 
100 galactose 82 128 “Cie 
100 xylose 103 214 77 
100 glucose 99 108 90 
100 lactose 72 146 79 
100 saccharose 0 98 105 
100 maltose 80 114 90 
TABLE IV. 
Total Reducing value 1 
reducing of residual bits 
value sugar SUBSE 
albumine reducing 29mg% 12mg% 7m 
(0.1%) oreinol 0 0 ae 
nucleic acid reducing (tl 10 1 
(0.1%) orcinol viel 69 8 
edestine reducing 27 25 2 
(0.1%) oreinol 0 0 0 
casein reducing 27 26 1 
(0.1%) oreinol (0) 0 0 
sorbit reducing 17 15 2 
(01%) oreinol 0 0 On 
glucosamin 1 
hydrochlorie acid reducing 101 72 29 
(0.1%) oreinol 0 0 0 
ascorbic acid reducing 233 199 34 
(0.1%) orcinol 72 60 12 
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sugars such as fructose, galactose, mannose, lactose, xylose, maltose, 
sacharose, ascorbic acid and sorbit were determined. On the other 
hand, the reduction values of these various sugars were estimated. 
The results of the two different methods are given in Table III. 

4. The orcinol sugar values of various proteins, such as 
albumin, edestin, casein; and those of nucleic acid and glucosamin, 
were measured and compared with these reductions values. 

The hydrolysable sugar value in blood serum was estimated 
by the method described above, and also the fermentable reducing 
sugar values were determined. 


RESULTS OF THE EXPERIMENTS. 
1. Various sugar values in the blood of different animals. 


In different animals the physiological free true sugar values 
have comparatively great differences, but the disparities are quite 
small among the same class of animals and as a rule, physiological- 
ly, each have adjacent values. : 

Experimenting on different animals, for instance cows, horses, 
goats, pigs, rabbits, mice, guinea pigs, chickens and pigeons the 
following results were obtained: 

Among all classes of animals the disparity of hydrolysable 
sugar is not great, but discrepancies in free true sugar is seen 
among different classes of animals. The free true sugar values for 
instance of cows, horses and goats are nearly the same, and ‘the 
values are between 50mg% to 100mg%. That of rabbits, guinea 
pigs and mice follows next in value 150 mg% to 200mg%. In 
chickens, pigs and pigeons the values of free true sugar in the 
blood-serum are higher and appear to be beyond 200 mg%. 

The hydrolysable sugar values contained in the blood of 
various animals do not reveal much disparity. Nearly all animals, 
for instance cows, horses, goats, rabbits, guinea pigs, mice and 
chickens, indicate values close to the 200mg% mark; with the 
exception of pigs and pigeons, the former revealing the highest 
value, of 350 mg%, and the latter the lowest, of 129 mg%. 

Now when investigating the blood of different animals and 
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comparing the contents of free true sugar values with hydrolysable 
sugar values it shows that both values are nearly the same -™m 
rabbits, guinea pigs and mice, but in cows, horses and goats the 
latter nearly doubles the former. On the contrary, in chickeris 
and pigeons hydrolysable sugar is less in a when OE 
with free true sugar. 


TABLE V. 


Physiological content of free true and hydrolysable sugar in animals, 


Value of Value of **:" 
Value of | Total value eres - i 
ee Blood free true | of orcinol Sas hy droly sable 
Animals Sea ay on : nized ore. | sugar combined 
material sugar sugar eheneaea: 
me% sugal with protein 
mg % mg% mg % 
serum 94 Bl 114 207 
cow {" se 
total blood 7d 107 
es, um 85 339 110 229 
pou total blood 93 96 
serum 53 287 67 220 
roat ; 
Ec? total blood 48 56 
pao 284 625 | 289 336 
oS total blood 238 287 
‘ serum 150 354 187 170 
rabbit | saree 
total blood 111 ; 
grinea voce 197 406 206 200 s 
pigs total blood 137 162 ie 
é ae 17 396 200 196 
ore total blood 139 197 re 
ae serum 280 450 300 150 
cis a be blood 219 350 
: le ra 349 494 365 129% 
pigeon | (total blood 190 271 


2. Various sugar values in the blood of a normal rabbit. 


A healthy, normal rabbit weighing from 1500 ¢ to 2000 ¢ was 
selected and its blood drawn early in the morning, during fasting. 
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Upon examining the value of free true reducing sugar and hydro- 
lysable sugar we obtained results as shown in Table VI: The free 
true reducing sugar value shows its highest mark at 163 mg%, 
and the lowest at 99mg%, with an average of 135 mg% ; while 
with hydrolysable sugar values, the highest is 176 me%, the lowest 


TABLE VI. 


Value of various sugars in the blood of normal rabbits (serum) 


Orcinol sugar value 
IN/CENUNIG Ofer © OL UC ee NV OTITE Oe Cen Tne 
Weight free true Metal wane Value of bined hydroly- 
Date sugar vale deproteinized sable sugar 
sugar 

(g) me% me% mg% mge% 
IBy/L 2130 128 269 136 5133 
20/1 1950 121 316 143 | 173 
21/1 2100 159 276 | 166 | 110 
24/1 1950 160 310 | 178 | 132 
13/11 2040 158 334 178 156 
15/11 1970 121 264 129 136 
18/11 1800 | ial 276 139 ow 
20/11 1950 117 286 138 148 
SVAN UY 1820 | 151 340 180 160 
19/111 1400 117 274 147 127, 
25/111 1900 | 132 297 145 alias 
7/VIL| 1500 121 288 133 155 
17/VI1 | 1600 99 273 120 153 
21/VII| 1850 131 300 145 155 
7/1X 2100 103 280 129 151 
25/1X 1700 | 148 330 170 160 
7/X 1550 124 282 143 139 
10/X 1530 142 311 153 158 
16/X 1600 163 300 AFA 129 
20/X 2180 | 1338 278 147 131 
2/XI 2020 | 123 328 152 172 
4/X1 1910 | 145 324 157 167 
Tif 1810 | 140 321 156 165 
9/XI 2050 142 300 157 143 
11/X1I 1860 | 124 287 150 137 
22/X1 2220 143 323 151 172 
24/XI 1540 148 292 If 135 
25/X1 2040 132 298 148 150 
28/X1 2060 122 288 185 153 
12/XII| 1720 148 312 178 133 
15/X1II} 1980 | 141 302 170 E37/ 
16/XII} 1900 | 146 300. 166 134 
25/XI1| 1820 136 328 162 166 
27/XI1L)| 2280 144 318 158 160 
28/XII} 1580 157 350 174 176 
aver. 135 294 174 | 149 
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TABLE VII. 


Value of various sugars in the blood of normal rabbits (total blood) 


value of reducing Value of deprotein- 
ate Weight free icles peo 

(g) mg% mg %o 

12/1 1900 118 158 
23/1 2050 107 162 
12/11 1900 86 135 
17/11 1800 84 140 
20/11 1780 97 148 
22/11 1850 95 140 
9/VI 1800 77 132 
2/VIL 1800 89 143 
10/1X* 2300 8] 133 
20/IX 1750 129 175 
23/1X 1930 125 160 
2/X 1700 113 | 155 
BY) 1730 99 154 
14/X 1970 118 | 158 
18/0 2120 119 | 152 
15/X1 1550 100 | 136 
Weel 1700 99 | 133 
19/XI 1560 94 | 142 
10/XII 2170 110 | 159 
18/XII 2060 100 | 158 
20/XII 2160 102 | 146 
22/XII 1650 113 165 
average 102 149 


110 mg%, and the average is 149 mg%, signifying that hydrolysable 
sugar values are slightly higher than those of free true reducing 
sugar. 

In comparing the free true sugar with hydrolysable sugar. in 
each rabbit it appears that there is no proportional connection in 
the values of the two. Again comparing hydrolysable sugar values 
with the contents of protein in the blood serum it is plainly notice- 
able that there exists no proportional relation between the two. 
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When experimenting with rabbits seasonally for a year to 
determine various sugar values in the blood serum we noticed, as 
it can be seen in Table VI, that the seasons had no influence upon 
them. 


3. Various sugar values in the blood of fasting rabbits. 


The sugar contents in the blood plasma of rabbits were 
examined during each day of fasting. The results showed three 
The first was the gradual de- 


stages, as indicated in Table VIII. 


TABLE VIII. 


ariel: 


Value of various sugars in the blood plasma of fasting rabbits. 


Val. of redue. Val. of total Val. of depro- | Val. of hydrol. 
Days of free true oreinol teinized orei- | sugar combined 
fasting sugar sugar nol sugar with protein 
mg % mg% mg% mg Yo 
1 123 250 143 107 
2 137 263 155 98 
3 132 250 150 100 
4 130 239 13% 102 
5 100 167 104 63 
6 88 167 93 74 
TaBLE VIII. Part 2. 


Value of various sugars in the blood plasma of fasting rabbits. 


Val. of reduc. Val. of total Val. of depro- | Val. of hydrol. 
Days of free true orcinol teinized orci- | sugar combined 
fasting sugar sugar nol sugar with protein 
mg % mg % mg Yo mg Yo 
il 120 293 150 143 
2 121 283 148 135 
3 128 294 150 144 
4 126 294 146 148 
5 131 301 157 144 
6 123 312 150 162 
7 125 384 177 107 
8 142 358 172 96 
9 131 312 176 136 
10 134 333 178 155 
11 123 357 176 187 
12 142 357 188 169 
13 Ife 405 240 165 
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TABiE VILL Parts: 
Value of various sugars in the blood plasma of fasting rabbits. 


Val. of redue. Val. of total Val. of depro- | Val. of hydrol. 
days of free true oreinol teinized orci- sugar combined 
fasting sugar sugar nol sugar with protein 

| mg % mg % mg % mg Yo 
1 137 273 158 115 
a | 122 | 263 143 120 
3 Fe 149 294 | 175 119 
4 119 270 140 | 130 
5 163 290 188 | 102 
6 159 309 183 126 
7 158 | 294 | 185 109 
8 170 311 | 188 | 123 
9 186 331 210 alzail 
10 181 | 312 210 | 102 
stub 133 | 294 164 130 
12 166 | 312 200 | 112 
13 194 | 334 235 | 99 
14 211 | 334 | 247 87 


crease of free true reducing sugar in the latter half of fasting, 
and on the verge of starvation, a marked decrease appeared. This 
was very noticeable in albino rabbits. 

The second was in the case with brown rabbits in which we 
noticed a marked increase of free true reducing sugar with each 
day of fasting; while in hydrolysable sugar the fluctuation in 
values are observed. 

The third was that with the prolongation of fasting, cases were 
noticed in which the values of free true sugar and of hydrolysable 
sugar change in opposite direction. 


SUMMARY. 


1. From the viewpoint of metabolism it is of extreme im- 
portance to determine the various sugar values (hydrolysable sugar 
and free sugar) in the blood at the same time, and a method has 
been described for the determination of the various sugar values. 


2. By this method orcinol reacts only to sugar, and comparing 


A Method of Determining Hydrolysable Sugar. 173 


with the reduction method of determining the hydrolysable sugar 
in the blood by employing yeast, more accurate and brief caleula- 
tion is possible. 

3. There is a marked difference in the value of free true 
sugar in the blood of different animals; while in value of hydro- 
lysable sugar there was no great difference, with the exception of 
pigs. 

4. The values of free true sugar and hydrolysable sugar in 
the blood of such animals as pigs, rabbits, guinea pigs and mice 
indicate the same; but in the instance of cows, horses, goats, 
chickens and pigeons we found marked difference. 

5. The averages of various sugar values in the blood-serum of 
a normal rabbit are: of free true reducing sugar, 135 me%; of 
deprotein. orcinol sugar, 153 mg%; of hydrolysable sugar, 149 
mg%. The value of free true reducing sugar in the total blood 
is 102 mg%, of deprotein. orcinol sugar, 153 mg%. 

6. The contents of sugar value within the blood of a fasting 
rabbit can be divided into cases in which the values of the free 
true reducing sugar (and of hydrolysable sugar) correspondingly 
decrease, and other cases in wihch they increase. There are cases 
also in which the value of free true sugar alone increases, and 
other eases in which hydrolysable sugar alone decreases. 
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ON THE NITROGEN-CONTAINING SUBSTANCES IN 
THE MUSCLE LAYERS AND IN THE MUCOUS 
MEMBRANES OF THE JEJUNUM 
AND THE ILEUM. 


. By 


KOKUSHO RI. 


(From the Medical Clinic of Prof. Dr. N. Kageura, 
Nagasaki Medical College, Japan.) 


(Received for publication, June 25, 1940) 


From many experimental investigations, it is now known that 
the different portions of the gastrointestinal tract are anatomico- 
histologically different and each portion has its specific physiological 
functions. Besides, many important substances, which have some 
effects in the metabolism of the organism, are contained in the 
gastrointestinal wall or are secreted by them (Maehara 1934, 
Ivy and Fischer 1924, Duncan, Garfield and Norman 1935, 
Gedeon and Stephan 1933, Kiihnau 1933, Uotila 1938, Ochi 
1927, Ellenberger and Baum 1891). Therefore, if we want to 
know the characteristic functional differences between the parts of 
these respective organs, we should, at any rate, make clear the 
chemical constituents of the gastrointestinal tract. Moreover, this 
also can be the base of our studies of the pathological chemistry of 
the alimentary canal. ‘ 

During the past few years, many studies concerning the 
chemical constituents of the various regions of the normal aliment- 
ary canal have been performed in our laboratory. I[keyama(1935) 
divided the stomach of dogs into 3 parts, pylorus, fundus, and 
cardia, and determined the nitrogen containing substances in the 
mucous membranes and in the muscle layers of each of them. 
Using the vermiform appendix and the caecum of dogs and rabbits, 
Sumida (1936) and Takehara (1938) have also undertaken 
similar experiments. In 1939 the author made a report on the 
nitrogen-containing substances in the muscle layers and in the 
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mucous membranes of the duodenum and the large intestine; and 
he now presents his analogous experiments on the jejunum and 
the ileum which are somewhat different from each other in physi- 
ological function and histological structure. 


A. Mernops. 


For experimental materials jejuna (cut one meter in length 
from the beginning of the jejunum) and ilea (cut one meter in 
length up from the end of the ileum) extirpated from healthy and 
adult dogs of about 12 kg weight were used. We separated the 
mucous membrane from the muscle layers in each of them and, 
laid them into 94% alcohol. Choline was taken off as choline- 
platinie chloride from these alcohol extracts. The muscle layer 
and the mucous membrane were clipped into pieces with scissors 
‘and dried before the experiment (Table I). For the isolation of 
the monoamino acids, one part of the dried materials was hydro- 
lyzed with strong hydrochloric acid and by E. Fischer’s ester 
method, fractionated, distilled and saponified (Table II). The 
isolation of the individual amino acids in each fraction was then 
accomplished. Thus, glutamic acid hydrochloride, glycocoll ester 
hydrochloride, aspartic acid and serine-6-naphthalene sulfochloride’ 
were obtained, and proline, alanine, leucine, valine and isoleucine 
were isolated as salts of copper. For the estimation of humin 
substance, tyrosine, purinebase, lysine, arginine and histidine, the 


TABLE I. 
_ | Total weight of for HCl for HSO, 
Material Number dried material hydrolysis hydrolysis 
of cases 
(g) (g) (g) 
ce 67 178.7 100 50 
Jejunum he 
ucous 4 a 
EE TR Ne 91 158.2 100 50 
Muscle : 
ibeyar 67 156.4 100 50 
Ueum whine ; 
ucou o 
Geta ica 88 160.1 100 . 50 
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TABLE II. 
; Weight (g) 
Temperature Pressure Jejunum | Tleum 
mm Hg 

Muscle | Mucous Muscle | Mucous 

layer | membrane} layer | membrane 
Fraction 1 to 60°C 12 3.9 2.4 4.0 3.6 
Fraction 2 60-100°C 12 7.0 5.8 Ted. 8.8 
Fraction 3 100°C 0-0.2 9,3 7.9 8.6 7.6 
Fraction 4] 100-160°C 0-0.2 4,6 5.0 5.1 6.9 


dried materials were hydrolyzed with sulfuric acid, proceeding 
according to the method of Kossel and Kutscher. Finally the 
elementary analyses of the obtained substances were performed to 
examine their purity. The total content of nitrogen in each muscle 
layer and in each mucous membrane of the jejunum and the ileum 
was determined by Kjeldahl’s method. The complete details of 
these experimental methods have been described by the author in 
his first paper. 


B. ReEsuurts. 


The weight of the various nitrogen containing substances in 
the muscle layers and in the mucous membranes of the jejunum 
and ileum are shown in Tables III and IV. When we compare 
them with the studies of Ikeyama, Sumida, Takehara and Ri, 
it is obvious that the distribution of the chemical constituents of 
the alimentary canal is quantitatively different according to the 
various regions. 


C. SuMMARY. 


1. The chemical constituents of the muscle layer: The 
amount of humin, lysine, arginine, glycocoll, alanine, phenylalanine 
and aspartic acid contained in the muscle layer of the jejunum is 
larger than that of the muscle layer of the ileum. The amount of 
histidine, tyrosine, glutamic acid, proline and valine contained in 
the former is, however, less than that of the latter. 


178 Ka Ru: 
TaBLeE ‘III. 
Og Jejunum Tleum 
Substance Muscle Mucous Muscle Mucous 
ing % oe layer membrane ayer membrane 
Choline 0.54 1.89 0.67 163} 
Humin 4.16 3.22 2.59 2.98 
Purine-N fala 0.64 1.00 0.56 
Lysine 2.84 2.43 a Wea ki 1.58 
Arginine 4.07 2.81 2.31 2.62 
Histidine 0.25 0.79 0.48 0.66 
Tyrosine 1.90 1.05 2.86 3.75 
Glutamie acid 0.72 1.06 1.24 Qld 
Glycocoll 2.87 kom 1.08 1.68 
Proline 1.16 0.99 2.76 2.40 
Leucine 2.05 0.98 1.94 2.15 
Alanine 3.19 1.24 LoL 1.76 
Valine 0.98 1.43 2.42 2.81 
Isolecucine 1.62 LT 1.95 1.23 
Phenylalanine 0.41 0.57 0.28 0.22 
Aspartic acid 0.18 0.15 0.09 0.23 
Serine 1.91 1.60 1.78 1.94 
TABLE IV. 
The total content of nitrogen 
Jejunum Tleum 
Muscle Mucous Muscle Mucous 
layer membrane layer membrane 
20.16% 16.39% 22.54% 14.98% 


2. The chemical constituents of the mucous membrane: The 
amount of lysine and phenylalanine contained in the mucous 
membrane of the jejunum is larger than that of the mucous mem- 
The amount of tyrosine, glutamie acid, proline, 
leucine and valine contained in the ileum is larger than that of 


brane of the ileum. 


the jejunum. 
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suggesting this study and for his guidance throughout the course 
of my research. My thanks are also due to assistant Prof. Dr. 
Hara for his help and advice. 
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UBER DIE MANOMETRISCHE MIKROBESTIMMUNG 
DES KUPFERS. 


Von 


DANJI MATSUKAWA, 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Kitasato-Instituts in Tokyo. 
Direktor: Dr. Akiji Fujita). 


(Hingegangen am 24, Juli 1940) 


Um den Mechanismus der Ascorbinsiureoxydation durch 
Oxydase eingehend zu studieren, bin ich gendtigt, den Kupfer- 
gehalt der Oxydase genau zu bestimmen. Obwohl die kolori- 
metrische Bestimmung nach Fischer-Leopoldi in unserer 
verbesserten Anordnung (Numata tnd Matsukawa 1939) zu 
diesem Zwecke gut zu brauchen ist, so ist doch wegen der Gering- 
fiigigkeit des Kupfergehalts in Oxydase um Material zu sparen 
eine noch empfindliichere Methode erwiinscht. Dazu versuchte ich 
die manometrische Bestimmung von Warburg (1927), da diese 
Methode etwa 20 bis 40 mal so empfindlich ist wie die genannte 
kolorimetrisehe Methode. 

Diese Methode zeigt nach meinem Versuch nach Beibehaltung 
der bestimmten Bedingung und der noétigen Vorsichtsmassregeln 
genaue Werte. Da mir aber betreffs der Reagenzien und besonders 
bei der Veraschung besondere Vorsicht notig scheint, was 
Warburg in der genannten Arbeit nicht bemerkt hat, und die 
Originalmethode zum Zwecke der Bestimmung des Kupfers in 
Oxydase etwas modifiziert werden musste, so beschreibe ich in 
folgendem die Arbeitsvorschrift, die sich bei meinen Arbeiten 
bewahrt hat. 


5: REAGENZIEN. 


1. Kupferfreies KH2P0x. 
Man kann leicht ein kupferfreies Praiparat durch Umkrystal- 
lisieren aus heissem Wasser herstellen. 
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2. Kupferfreie Salzsdurelosung. 

Durch langsames Zutropfen von reiner konzentrierter 
Schwefelsiure zu konzentrierter wiasseriger Salzsiure mit kleiner 
Menge FeSO, und unter massiger Erwarmung im Wasserbad fangt 
man das entwicklte HCl-Gas in vorgelegtem abgekiihltem Wasser 
auf. Man bekommt dadurch etwa 2” HCl-Lésung. Durch Ver- 
diinnen bereitet man daraus 1,0, 0,2, 0,28, 0,24 bzw. 0,01n. HCl- 
Losung. 


3. Natriumpyrophosphatlosung. 


Das kiufliche Praparat wird aus heissem Wasser umkrystal- 
lisiert, auf der Nutsche abgesaugt und mit kaltem Wasser 
gewaschen, Dieses gereinigte Praparat wird im Wasser bei 24°C 
bis zur Sattigung geldst. Diese Losung erweist sich (durch 
Titration mit 1m HCl) als 0,195 mol.Y (Methylorange als Indika- 
tor, Titration bis zum Umschlag ins Rote). 


4. Kupferfreies Cystein. 

Cystein hydrochlorid (reinst, pro analysi) von Takeda erwies 
sich praktisch kupferfret und man kann dasselbe ohne weiteres zum 
Versuche verwenden. 

Vor jedem Versuch bereitet man daraus eine 6%ige Loésung. 


5. Kupfersulfatlosung. , 

Reines krystallwasserfreies CuSO, wird in »/100 HCl-Liésung 
gelést. Durch Verdiinnen bereitet man daraus die Lésung mit 
0,075 y Cu in 0,1 eem (d.h. 0,188 mg CuSO, in 100 cem Lésung). 

Nebenbei wird hier erwahnt, dass das Leitungswasser von 
Shibaku sich praktisch kupferfrei erwies. 2cem Wasser zeigten 
unter der folgenden Anordnung keine Cysteinoxydation. 


GEFASSE. 


Kegelformige Gefiasse aus Quarz mit v von etwa 15 cem werden 
verwandt. 


1) 10 cem Lésung entsprechen 3,90 cem 1n HCl. 
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VERASCHUNG. 


Zur Veraschung setzte ich nach Warburg KH2PO4-Lésung an. 
Ausserdem priifte ich K2HPO, und Na-metaphosphat. Die zwei 
letztgenannten, insbesondere das letzte Atzt Quarz bei der 
Veraschung ziemlich deutlich und erwies sich als unbrauchbar. 
KH»2POx zeigte sich nach der Vorschrift angewandt am giinstigsten. 

Man bringt in den Hauptraum des Gefisses je 0,5 com m/10 
KH2PO4-Losung, mit bzw. ohne Zusatz von CuSO, und 1,5 com 
Oxydaselisung. 

Man trocknet die Gefiisse bei 100°C. Darauf legt man 
dlieselben auf dem ‘Asbesttisch? (etwa 2em hoch) und gliiht ‘sie 
im elektrischen Ofen bis zur Dunkelréte (etwa 600°C) ungefahr 
15 Stunden lang. 

Bemerkung: Ein Teil des zugesetzten Kupfers geht unver- 
meidlich bei der Veraschung mehr oder weniger verloren. Jnfol- 
gendessen muss das Kupfer im Zusatzversuch vor der Veraschung 
versetzt werden. 


BESTIMMUNG. 


Man lost den Riickstand im Gefass mit 1,0 ecm 0,24n HCl. 
Dazu setzt man je 2,0ecm 0,195mol. Pyrophosphatl6sung zu. 
Das Pu wird dann 7,9. In die Anhangsbirne gibt man je 0,1 ecm 
Cysteinhydrochloridlésung (entsprechend 6mg). Im Thermostat 
schiittelt man bis zum Druck- und Temperaturausgleich. Darauf 
kippt man die Cysteinldsung in den Hauptraum ein. Das PH 
wird dann 7,6. Nach Ablauf von 5 Minuten nach Kinkippen wird 
der Sauerstoffverbrauch zeitlich verfolgt. Man liest jede 10 
Minuten ab. 

Der Sauerstoffverbrauch von jeden 10 Minuten muss gleich 
bleiben und kleiner als 30 emm sein. 


BRISPIEL. 


1) Sonst wird Quarz durch Phosphat geatzt. 
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Gasraum: Luft. Temperatur des Thermostats: 20°C. 
Schiittelgeschwindigkeit:° 106 mal pro Minute. 


Gefassnummer 1 2 3 
m/10 KHePO, 0,5 eem 0,5 eem 0,5 eem 
Cu-Zusatz — — 0,075y 
Oxydase = 1,5 15: 
Hauptraum Trocknen und Veraschen 
0,24 n HCl 1,0 1,0 1,0 
0,195 mol. 5 20 
Pyrophosphat oa) aS) oe 
Anhang: Cysteinlosung 0,1 0,1 0,1 
Hinkippen 
10 Min. 0mm —4,5 mm — 8,5 mm 
Drueckanderung } 10 —0,5 —5,0 —9,0 
10 —0,5 —5,0 —9,0 
Im Ganzen —1,0 —14,5 —26,5 
O2-Verbrauch 1,1 cmm. 16,7 emm 29,3 emm 
Korrigiert — 15,6 28,2 


Kupfergehalt in 1,5 cem Oxydaselosung ist also: 
PR ngs) 

28,2 —15,6 
Pro ccm Fermentloésung enthalt also: 


0,093 
1,5 


? 


0,075 


=0,062» Cu 


Bemerkung: 1) Da die manometrische Bestimmung nicht 
ganz fiir Kupfer allein spezifisch zu betrachten ist, habe ich zum 
Kontrollieren kolorimetrisch mit der grosseren Menge Kerment- 
losung nach Fischer-Leopoldi in der verbesserten Anordnung 
von Numata und mir (1939) bestimmt, die fiir Kupfer Aausserst 
spezifisch ist. 380cem Fermentlésung werden mit der KH».PO,- 
Losung (enthaltend 136 mg) vorschriftsmassig verascht. Man lost 
den Riickstand mit 0,5 cem konzentrierter Salzséure und trocknet 
nach Verdampfen mit kleiner Flamme vollstandig. Man list es 
in 1,0 cem 10% iger H.SOx, bringt in den Scheidetrichter ein und 
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wascht mit 5,0cem Wasser quantitativ nach. Gleichzeitig wurde 
der Zusatzversuch” auf dieselbe Weise angestellt. 
Ich fand: 
Hauptversuch: H = 0,125 
Zusatzversuch: H’ = 0,190 
Blindversuch: £» = 0,060 
Der Kupfergehalt in 30 cem Fermentlésung ist also: 
9 LE ay 0,125 —0,060 Cr 
EH 0,190—0,125 
leem Fermentlosung enthalt also: 


“| 0,061 Cu 
30 


In Anbetracht des sehr geringftigigen Cu-Gehalts im Ferment 
stimmen die gefundenen Werte praktisch gut tiberein. Da aber 
eine etwa 20mal so kleine Menge Fermentlosung zur manometri- 
schen Bestimmung ausreicht und genau zu bestimmen ist, so halte 
ich die letztgenannte Methode zur Bestimmung des Kupfers in 


Oxydase fiir viel bequemer. 
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Abb. 1. 


1) Nach Zusatz von 27 Cu zu 30 ccm Oxydaselésung wurde ebenfalls mit 


KH-PO,-Lésung versascht. 
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2) Der Sauerstoffverbrauch ist der Cu-Menge bis zu 0,2 y pro- 
portional. Dariiber hinaus besteht die Proportionalitat nicht mehr. 
Zum Belege dienen die Ergebnisse (Abb. 1 und 2). 

Versuchsanordnung: In Anhangsbirne 0,1 cem m/10 KH2PO:+Cu (06, 
bzw. 0,05 bis 0,47) — Bei 120° trocknen—>15 Stunden veraschen In der 
Anhangsbirne versetzt man 0,2 cem n/20 HCl mit 0,1 cem Cysteinlésung (ent- 
sprechend 6mg), im Hauptraum 2,0 cem der Mischung von 10 cem 0,195 mol. 
Na-Pyrophosphat mit 1,0cem 1n HCl— Nach Einkippen manometrisch be- 
stimmen (20°, Luft, pH 7,6). Der Sauerstoffverbrauch wird mit Blindversuchs- 
wert” korrigiert. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


Die manometrische Mikrobestimmungsmethode des Kupfers, 
nach Warburg wurde zum Zwecke der Kupferbestimmung in 
gereinigter Oxydase modifiziert und die notigen Vorsichtsmass- 
regeln genau beschrieben. 

Zur Bestimmung bendtigt man etwa 1/20 bis 1/40 des Materials 
im Vergleich zur kolorimetrischen Bestimmung nach Fischer- 
Leopoldi und man kann dadurch bis 0,02 y Cu genau bestimmen. 
Die maximal bestimmbare Menge in einem Versuch ist 0,2 y Cu. 
Im Zusatzversuch muss das Kupfer vor der Veraschung zugesetzt 
werden. 


Herrn Dr. Akiji Fujita spreche ich hier meinen besten 
Dank fiir seine freundliche Leitung bei dieser Arbeit aus. 
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1) Beim Einkippen erkennt man die Gasentwirkung von 2 bis 3emm in 
anfanglichen 10 Minuten. Danach wurde keine Oo-Abnahme beobachtet. Das 
beweist die praktisch vollkommene Freiheit von Kupfer unserer Reagenzien. 
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VERSUCHE UBER DIE QUANTITATIVE ERFASSUNG 
DER VERDINANTEILE DER GALLENFARB- 
STOFFE IN DER GALLE. 


VON 


YOSIO AMADA. 


(Aus dem physiol.-chem. Laboratorium der “Nippon” Medizin-Hochschule, 
Tokyo. Vorstand: Prof. Dr. K. Kaziro.) 


(Hingegangen am 29. Juli 1940) 


Das Bilirubin kann durch zwei charakteristische Farbreak- 
tionen nachgewiesen werden: 1. durch Diazoreaktion, 2. dureh 
Gmelinsche Reaktion. Die beiden Reaktionen dienen auch zur 
quantitativen Bestimmung desselben auf kolorimetrischem Wege. 
Die Diazoreaktion wurde von Hymanns van den Bergh zu einer 
quantitativen Bestimmungsmethode ausgebaut und ist hauptsich- 
lich zum Nachweis des Gallenfarbstoffes im Blut auf klinischer 
Seite vielfach in Gebrauch, waihrend die Gmelinsche Reaktion 
jedoch wegen ihrer geringeren Empfindlichkeit nicht zur Blut- 
untersuchung benutzt werden kann. Bei der Gallenuntersuchung 
wurden aber die beiden Reaktionen bis jetzt von vielen Seiten ver- 
wendet, die Resultate ‘beider Methoden sind allerdings nicht immer 
iibereinstimmend, da die Galle meistens beide Bilirubinoide, 
Bilirubin und Biliverdin (Dehydrobilirubin) enthalt, und zwar in 
verschiedenen Mengenverhiltnissen je nach der Art oder den Stoff- 
wechselbedingungen des Tieres, und weil das Biliverdin nicht auf 
Diazoreagens reagiert. In den meisten Gallen ist der Verdin- 
farbstoff nur in sehr geringer Menge vorhanden, ist aber in der des 
Kaninchens mehr oder weniger vorherrschend enthalten, was schon 
durch das blosse Aussehen erkennbar ist. Die griine Kaninchen- 
galle reagiert nur schwach auf Diazoreagens, so dass das Bilirubin 
oft mit dem Reagens von original vorgeschriebener Konzentration 
kaum nachweisbar ist, wahrend der Gmelinwert derselben Galle 
dagegen ziemlich hoch gefunden werden kann. 

Die Ausarbeitung einer brauchbaren Bestimmungsmethode: 
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der Bilirubinoide, die die Mengenverhaltnisse beider Farbstoff- 
komponenten genau zu ermitteln befahigt, ist nun fiir das Studium 
des Farbstoffumsatzes im Organismus sehr erwiinscht. Die direkte 
Photometrie der Galle mit Hilfe von entsprechenden Lichtfiltern 
wurde zu diesem Zweek schon einst von Franke (1931) und dann 
von Heilmeyer (1933) empfohlen. Die vorliegende Arbeit be- 
schaftigt sich mit der Frage, ob es moglich ist, mittels der be- 
kannten Reaktionen eine solche aufzufinden. Prinzipiell gesagt 
ist die Oxydationsmethode fiir die Untersuchung der Galle zweck- 
massiger als die Diazoreaktion, da die Galle, wie schon erwahunt, 
von vornherein die Oxydationsstufe mitenthalt und der Wert 
hierbei annihernd als Gesamtbilirubinoidwert verstanden werden 
kann. Der Diazowert beruht dagegen nur auf dem Bilirubin. Ich 
habe nun geplant, durch Kombination beider Methoden den 
Verdinanteil in der Galle quantitativ zu erfassen. Dies ist durch 
die Differenzermittelung beider Bestimmungswerte: Verdinanteil 
= Gesamtbilirubinoid— Bilirubin, bezw. Verdinwert=Gmelinwert 
—Diazowert moglich. Zunachst werde ich auf die beiden genann- 
ten Methoden, die hier auf die Gallenuntersuchung angewandt 
werden sollen eingehen, um eine genauere Schatzung des Verdinan- 
teils in der Galle zu erzielen. Dabei wird auch zum egleichen 
Zwecke die direkte Photometrie der Galle gepriift werden. 


I. GMELINSCHE Reaxtion (Gesamt-Bilirubinoide). 


Die Ausarbeitung der kolorimetrischen Bestimmungsmethode 
der Gallenfarbstoffe in der Galle mittels Gmelinreaktion wurde 
bereits von verschiedenen Forschern unternommen, wie z. B. von 
Herzfeld (1931) sowie von Malloy und Evelyn (1937). 

Zum Zustandekommen der Gmelinschen Reaktion ist. das 
System von vier linear miteinander verkniipften Pyrrolringen 
erforderlich (Fischer-Hess, 1931, sowie Fischer-Kiirzinger, 
1931), und zwar mit den Briickenbindungen wie beim Bilirubin 
oder Biliverdin bzw. den entsprechenden Mesoverbindungen. Der 
ersten griinen Stufe der Gmelinschen Reaktion liegen Biliru- 
binoide vom Typ der Bilitriene, also der Glaukobiline bzw. Bili- 
verdine zugrunde (Fischer-Adler, 1932, sowie Fischer- 
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Haberland, 1935). So ist anzunehmen, dass der griine Gmelin- 
wert der Galle der Summe: beider Bilirubinoide entspricht, 
abgesehen von den Mengenverhaltnissen beider Komponenten, 
insofern die griinen Farbstoffe geven Oxydationsmittel sicher stabil 
bleiben. 

Der Mechanismus des Farbenspiels bei der Gmelinschen 
Reaktion wurde erst von Fischer u.a. schematisch dargestellt und 
dann nach neuesten Untersuchungen von Seidel und Fréwis 
(1939) wie in Fig. 1 formuliert. Aufgrund dieser Formulierung ist 
die Stabilitat des erzielten Dehydrierungsproduktes gegen Oxyda- 
tionsmittel kaum zu erwarten. Hs treten bei der fortschreitenden 
Oxydation verschiedene Oxydationsprodukte von  verschiedener 
Farbe und Farbstarke auf. Unter diesen ist die Grtinstufe am 
bestandigsten, was neuerlich wieder von Malloy und Evelyn 
festgestellt wurde. Trotzdem besteht die Schwierigkeit bei der 


Hoe ls 
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Bestimmung hauptsichlich darin, dass die Gmelinsche Reaktion 
schwer auf ihre griine Stufe zu beschraénken und dass gleichzeitig 
die Stabilitit der erzielten Farbe schwer zu erhalten ist. Aus- 
serdem fehlt bis jetzt noch eine geeignete kiinstliche Standard- 
losung fiir den Vergleich der Farbstarken. 

Unter giinstigen Bedingungen der Oxydation erhalt man eine 
schéne blaue Farbe, die man bekanntlich als Cholecyaninfarbe 
bezeichnet und die nach Seidel und Frowis aus einem Gemisch 
von griinem Verdin- und violettem Bilipurpurin-Farbstoffe, beide 
als salpetersaure Salze, bestehen soll. Nach meiner Erfahrung ist 
die blaue Farbe einer Kupfersulfatlésung gewisser Konzentration 
als Vergleichslosung gegen diese Choleeyaninfarbe gut brauchbar. 
Davon wird spiter nochmal die Rede sein. 


1. Oxydationsnuttel. 


Die photometrische Verwertung der Biliverdinfarbstoffe wurde 
einst von Heilmeyer erprobt. Nach ihm soll die Verdinfarbe 
dusserst instabil sein, so dass die Gmelinsche Reaktion kaum auf 
die quantitative Erfassung des Biliverdins in der Galle angewendet 
werden kann. Malloy und Evelyn konnten jedoch mittels der 
Gmelinschen Reaktion die photometrische Bestimmung des 
Bilirubins zu einer brauchbare Methode ausarbeiten. Die ange- 
gebene Instabilitat der Gmelinfarbe beruht wahrscheinlich auf der 
zu energischen Oxydation infolge der Wirkung eines starken 
Oxydationsmittels. Zur Erhaltung einer stabilen und reinen 
Cholecyaninfarbe ist die mildere Oxydation durch schwachere 
Reagenzien erforderlich, was bei den bisher gewohnlich angewand- 
ten Konzentrationen der Oxydationsmittel kaum zu erwarten ist. 

Um eine moglichst reine und stabile blaue Farbe zu erzielen 
wurde zunachst mit verschiedenen Oxydationsmitteln auf reines 
Bilirubin gepriift ; namlich mit HNOs, HNO», HCl, NaOCl, FeCl; 
und H.O»2. Unter diesen wurden nur HNOs, HNO» und HaO> 
als brauchbar gefunden und zwar jede in salzsaurer Loésung. Die 
Stabilitat und die Farbstairke der mittels dieser 3 Farbreaktionen 
erzeugten blauen Farbe wurden verglichen (siehe Fig. 2). 


a) 


b) 
¢) 


d) 


setzt. 
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Versuchsanordnung. 


Reagenzien: 
HNOs;: 100 ml 0.1 g/dl alkoholische HNO;-Lésung + 0,5 ml 
37% HCl. 
H20e: 0,2 ml 33% H202+1 ml HCl (87%) +100 ml Alkohol. 
HNO:: 100ml 0,23 me/dl alkoholischer NaNO.—lésung 
+0,5 ml HCl (87%). 

Praktisch wird das HNO3-Reagens in folgender Weise 
hergestellt. Hine wasserige gesattigte NaNOv»-losung (4,58 ¢ 
in 100ml) wird bei 20°C mit Wasser 100 fach verdiinnt. 
0,5 ml dieser Losung werden dann mit 0,5ml HCl (87%) 
vermischt und mit Alkohol auf 100 ml verdiinnt. 

Bilirubin: 11,0mg% Bilirubin in Chloroform. Die Reagen- 
zien sind nicht haltbar, sie miissen jedesmal frisch bereitet 
werden. 

Ausfiihrung : 


1ml Bilirubinl6sung wurde mit 2 ml Oxydationsreagens ver- 


Die sofort eintretenden blauen Farbungen jedes Ansatzes 


wurden kolorimetrisch miteinander verglichen; Kupfersulfatlosung 
als Vergleichslésung. Auch die zeitliche Verainderung der Farb- 
werte wurde verfolet. Die Farbstirke wurde so ausgedriickt, dass 


Fig, 2. 
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die unter 3 Reaktionsarten erzielte maximale Farbe als 100 
genommen wurde, um die zeitliche Verinderung der Farbstarke 
prozentual ausdriicken zu kénnen. Die Resultate sind in Fig. 2 
wiedergegeben. 

Aus Fig. 2 ist ersichtlich, ‘dass die Farbe der HNO2-Oxydation 
sich dureh ihre Stabilitéat auszeichnet. Sie halt 60 Minuten in 
unverminderter Starke an. In den ersten 10 bis 20 Minuten 
bleiben die Farben aller 3 Reaktionen von beinahe gleicher Starke. 


Die Konzentration der Oxydationslosungen. 


Die Stabilitét der blauen Farbe wird auch von den hoherer 
Konzentration des Oxydationsmittels ziemlich stark beeinflusst. 
Hier wird als Beispiel nur die Oxydationsversuche mit HNO» von 
zwei verschiedenen Konzentrationen beschrieben werden (Fig. 3). 
Wenn aber zu wenig Oxydationsmittel zugegeben wird, bleibt 
natiirlich die Farbentwicklung unvollkommen. 


100 


90 
I, 0.23 mg % NaNO» 
80 II, 0.46 mg % NaNO» 


Farbstarke 


10 30 


Minuten 
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Bilirubin: 0,l mg als 10 mg/dl Chloroformlésung. 


2. Enteiweissung. 


Zur Enteiweissung der Galle werden Alkohol und gesattigte 
Ammonsulfatlésung benutzt. Galleneiweiss kann auch mittels 
Hisessig in klare Lésung gebracht werden. Die Ausfiihrune der 
Bestimmung wird dadurch vereinfacht ohne etwaige Storung bei 
der Kolorimetrie. Bei diesem Fall muss der Hisessig nach vollen- 
deter Oxydation zugesetzt werden. Siehe die nahere Beschreibung 
der Ausfiihrung. 
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3. Kinstliche Vergleichslisung. ’ 

Als kiinstliche Vergleichslosung zur Bewertung der Chole- 
zyaninfarbe habe ich Kupfersulfatlésung von gewisser Konzentra- 
tion genommen. 4,202 g/dl wissrige Kupfersulfatlésung entspricht 
einer Cholezyaninfarbe von 0,1 mg Bilirubin (aus 10 me% Lisung). 
Fig. 4 zeigt eine Vergleichskurve der Cholezyaninfarbe von be- 
kanntem Bilirubinwert mit Standard-CuSO,-Lésung. Fliissigkeits- 
hohe der Standard-Léosune eingestellt bei 10mm. Mit dieser 
Standardlosune erfolet die Bewertung des Bilirubingehaltes im 
Bereich von 0,05 bis 0,20 me, dem Beerschen Gesetz folgend, ohne 


Schwierigkeit. 
Fig. 4. 
0.20 
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4, Ausfiithrung der Bestimmung. 


2.0 ml einer frischen Galle werden mit 5,0 ml HNO»:-Reagens, 
2.5ml absol. Alkohol und 0,5 ml gesittigter Ammonsulfatlosung 
hintereinander versetzt und gut gemischt, nach 5 Minuten wird 
die nun blau gefarbte Lisung vom Niederschlag abfiltriert. Die 
nunmehr klare Loésung wird dann innerhalb 10 bis 20 Minuten 
der Kolorimetrie unterworfen. 

Bei Anwendung des Hisessigs zum Zweck des Auflosens des 
Galleneiweisses wird die Bestimmung folgendermassen ausgefiihrt. 

1,0 ml frischer Galle wird mit 2,0ml HNO:-Reagens, dann 
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nach einigen Minuten mit 2,0ml Hisessig versetzt, und die so 
geklirte Farbldsung wird nun kolorimetriert. 

Die zur Kolorimetrie geeignete Bilirubinkonzentration ist 
ungefahr 10 mg/dl. Wenn der Bilirubingehalt einer Galle zu hoch 
ist, dann muss die Galle bis zur entsprechenden Konzentration 
verdiinnt werden. Die zu untersuchende Galle muss nattirlich 
moglichst frisch sein,-sonst verlauft die Farbreaktion nicht mehr 
rein. Nach 48 Stunden kann die Galle nicht mehr zur Gmelin- 
Methode gebraucht werden. 


5. Zusatzeversuch. 


Die Brauchbarkeit und die Zuverlassigkeit der Bestimmungs- 
methode wurde zunachst durch einige Zusatzversuche kontrolliert. 
Wie aus der Tabelle I zu ersehen ist, wurde die der Galle 
zugesetzte Bilirubinmenge nur mit kleien Fehlern (—1,4-—6,5% ) 
wieder gefunden. 

Die Resultate waren meistens zufriedenstellend. 


TABELLE I. 
Gmelinwert d. serie Aue Bilirubinwert 
eae Galle berechn. deters Fehler 
Be als Bilirubin pit berechnet | gefunden 

(m1) (mg) (mg) (mg) (mg) Yo 
0,50 ~ 0,016 0,110 0,126 0,118 —'Oc0) 
0,75 0,025 0,110 0,135 0,131 Ag) 
1,00 0,033 0,110 0,143 0,141 i 
1,50 0,049 0,110 0,159 0,152 —4,4 


6. Photometrie. 


Typische Farbkurve. 

Die Bewertung der Gmelin-Farbe geschieht einfacherweise 
auch auf photometrischem Wege. Die typische Farbkurve der 
Gmelin-Farbe wurde in Fig. 5 wiedergegeben (Bilirubin-Chloro- 
form). 

Dieselbe Kurve wurde von Heilmeyer als die typische Kurve 
von Biliverdin bezeichnet. Durch Stehenlassen in der Luft oder 
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Fig. 5. 
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durch Einleiten von Sauerstoff bekam er griine Biliverdinlésungen 
aus Bilirubin-Chloroform- sowie aus Bilirubin-Ammon-Lésungen, 
welche er photometrisch in verschiedenen Spektralbereichen unter- 
suchte. Das Maximum soll nach seinen Angaben bei 650 mu, das 
Minimum bei 500-520 mu liegen. Meine Befunde stimmen also mit 
jenen gut tiberein. \ 


Der spezifische Extinktionswert. 


Fig. 6. 


O65’, 0.4 : 0.2 
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Der spezifische Extinktionwert der Gmelinfarbe mit reiner 
Bilirubinlésung wurde nun bestimmt. Die Extinktionswerte, die 
mit Filter S 61 ermittelt wurden, nehmen, dem Beerschen Gesetz 
folgend, genau proportional mit der Schichtdicke zu (Fig. 6). 


Gmelin-Farbe der Galle. 


Ich habe nun die Spektraluntersuchung der Gmelinfarbe auch 
an der Galle von Menschen, Hunden und Kaninchen vorgenommen. 
Die becbachteten spektralen Eigenschaften wurden in den Figuren 
7, 8 und 9 zusammengestellt. Alle ermittelten Farbkurven stimmen 
mit denen der aus reinem Bilirubin hergestellten Gmelin-Farbe 
ziemlich gut iiberein, wie aus den Figuren zu ersehen ist. 


Fig. 7. Fig. 8. 
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Den Figuren sind noch die Farbkurven der Galle vor der 
Oxydation beigefiigt. Durch Vergleich beider Kurven erkennt 
man, dass das Zustandekommen der blauen Farbe durch Oxydation 
mit dem Verschwinden der gelben Farbe einhergeht, was mit dem 
Befunde aus einer reinen Bilirubinlésung iibereinstimmt. Die 
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Fig. 9. 
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blaue Farbe entsteht auch bei der Galle auf Kosten der gelben 
Farbstoffe. Es sei hier nochmal darauf aufmerksam gemacht, dass 
die Galle des Kaninchens, wie schon am Aussehen bemerkbar ist, 
von vornherein grossere Mengen blauer Farbstoffe mitenthalt, die 
die gleichen spektralen Higenschaften besitzen wie die Gmelinfarbe. 
Der Verdin-Anteil der Kaninchengalle kann also moéglicherweise 
dureh direkte Photometrie quantitativ ermittelt werden, was in 
der spateren Eroértung naher behandelt wird. 


Berechnung des Farbstoffwertes aus der Extinktion. 


Die Berechnung des Gmelinwertes geschieht nach folgender 


Gleichung : 
E tf Af “ 
Coa Aw opers Ko = 0,0552; 
K d 
3....Gefundener Bilirubinoidwert in mg/dl ausgedriickt als Bilirubin. 
E....Extinktion ermittelt. 


d....Sechichtdicke in em. 
K....Spez. Koeffizient. 
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Il. Drazo-REAKTION. 


Die Diazoreaktion der Gallenfarbstoffe ist allein fiir das Bili- 
rubin charakteristisch, wahrend andere Bilirubinabkémmlinge die 
Reaktion nicht zeigen (P. Ehrlich). Was nun den Chemismus 
der Diazoreaktion des Bilirubins anbelangt, so findet die Kupplung 
im freien Bilirubinmolekiil nicht gleich statt, sondern erst mit 
freiem Oxypyrromethen nach hydrolytischer Spaltung des Molekils 
(Fisher-Haberland, 1935). Die Reaktion verlauft wahrschein- 
lich entsprechend nachstehendem Schema (Fig. 10) : 


Fig. 10. 
Schema der Diazo-reaktion (Fischer). 
V aw: Ps) Bs Me Me 
we "ton 
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Die Azofarbstoffe zeigen eine rote Farbe und deren Salze sind 
blau bis violett gefarbt. Mit der Salzbildung geht eine Farb- 
vertiefung parallel und dies vermag die nachstehend wiederge- 
gebene “chinoide” Struktur theoretisch auch recht gut zu erkliren 
(Figs 11). 

Durch die obenerwahnten Higenschaften des Azofarbstoffes 
erhalt man gewohnlich bei der Ausfiihrung der Diazoreaktion je 
nach den Miliubedungengen verschiedene Reaktionsfarbe, namlich 
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Gemische von roten bis blauvioletten Azofarbstoffen. 


iis, Gal 

Lguetst a. 
OH ig CH x N-NH-C.H, 

H Cl 


1. Die Eigenschaften des Azofabstoffes.. 


Um eine moglichst einheitliche Endfarbe der Diazoreaktion zu 
erhalten, was fiir die quantitative Erfassune des Farbwertes 
dusserst notwendig ist, haben Thannhauser und Anderson 
(1921) sowie Heilmeyer und Krebs (1930) die Miliureaktion 
unter Zusatz von Salzsiure stark sauer gehalten. 

Die Azofarbe zeigt bei verschiedenen H’-Konzentrationen 
verschiedene Farbe. Nach meiner Erfahrung, zeigt sich namlich 
bei stark saurer Reaktion (unter pH 1,5) eine violette, bei schwach 
saurer bis schwach alkalischer Reaktion (iiber 3,5) eine rote und 
bei hoher alkalischer Reaktion eine blaue Farbe. Der Farbumschlag 
ist also von der H’-Konzentration abhingig und die Reaktion ist 
reversibel. Die erste Reaktion bewirkt dabei eine Farbvertiefung 
und eine hohere Stabilitit. Die blaue Azofarbe bei alkalischer 
Reaktion wurde auch von Jendrassik und Grdof (19389) zur 
Bilirubinbestimmung im Blute angewandt. Bei der Verwendung 
von Galle ist die Reaktion weniger geeignet, da die Farbe in diesem 
Falle scheinbar nicht mit der des reinen Bilirubins identisch ist. 
Die Hinstellung des stark sauren pH-Wertes in einer zu priifenden 
Galle gelingt durch Zusatz von Salzsdure, um die puffernde 
Wirkung der Galle sicher zu tiberwinden. 

Zur Entwicklung der Farbreaktion wird nun folgende Diazo- 
losung benutzt : 

Diazoreagens I. 5.0g Sulfanilsiure wird mit 1.5cem HCl 
konz. (37%) im Wasser gelést und auf 1000 ccm aufgefillt. 

Diazoreagens IT. 0.5% wiisserige Na-Niritlosung. 

Beim Arbeiten wird das Kupplungsreagens aus diesen Stamm- 
lésungen jedesmal frisch dargestellt, indem man 100 Teile T und 1 


4 
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Teil 1] nimmt und gut mischt. 

Nachdem die rote Azofarbe maximal entwickelt ist, wird die 
Fliissi¢keit zunachst mit Hisessig und dann mit konz. HCl versetzt, 
um die Reaktion stark sauer zu halten. Durch diese Ausfiihrung 
wird die Empfindlichkeit der Diazoreaktion bei Galle im grossen 
Umfang gesteigert, da der violette Farbumschlag gleichzeitig als 
eine Farbvertiefung wirkt. LEisessig wirkt dabei gleichzeitig als 
ein eiweisslosendes Mittel. 

Die quantitativen Verhiéltnisse dieser Reaktion sind aber nur 
unter der Voraussetzung giiltig, dass der rote Azofarbstoff in vollem 
Umfang und in sicherer Stabilitét erreichbar ist, was scheinbar, 
wie in dem niachsten Abschnitt besprochen wird, sehr von der 
Reaktionsgeschwindigkeit abhangig ist. 


2. Konzentration der Diazo-Lésung. 


Der Azofarbstoif aus einer reinen Bilirubinlésung ist gegen 
kleinen Uberschuss von Diazoreagens iiusserst stabil, nicht aber der 
der Galle. Die Kupplungsreaktion des Bilirubins in der Galle 
verlauft mit dem starken Diazoreagens zu schnell und erfahrt 
dabei eine weitere Verainderung, wahrscheinlich durch fortschrei- 
tende Oxydation der Farbstoffe. Dies ist bei einer mit Wasser 
verditinnten Galle besonders auffallend erkennbar. Bei solchen 
Fallen muss man die beiden Kupplungs-Komponenten mengen- 
massig mit Vorsicht kontrollieren. Die nachstende Tabelle zeigt 
die verschiedenen Bilirubinwerte einer Galle, ermittelt bei ver- 
schiedenen Mengen des Reagens. Zu viel Reagens wirkt ab- 
schwachend auf den Farbwert, zu wenig Reagens verursacht eine 
unvollkommene Farbentwicklune. 


TABELLE IT a. 
Bilirubinwert (mg/dl) der mit Wasser verdiinnten Galle. 


OP ee _Verdiinnung des ; 
~—_Reagens NB rhe) 1:4 DS tee LG ily enay 
der Galle Sa 
ieee” 3,4 5,2 5,4 4,3 2.8 
Ab Se 0,9 1s 1,5 a 9 


—— 
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TABELLE II b. 


Hundegalle Schweinegalle | Menschengalle | Kaninchengalle 
A LEO. = 64.07 7) 3,9 6,9 ‘ 0 0 
B 68,0 92,0 | Daron | 31,0 | 1,4 
¥ A....Reagens ohne Verdiinnung. 


B....Reagens 10 x Verdiinung. 


Bilirubinwerte von B wurden alle héher gefunden als A. 

Bei starkem Reagens kann die Stabilitit des Azofarbstoffes aus 
dem gleichen Grunde kaum erwartet werden, wie aus der Tabelle 
III erkennbar ist. Wirkt das Reagens zu-energisch, so vergeht die 
Farbe rascher. 


TABELLE III. 
Stabilitat der Azefarbe bei starkem Reagens. 


Sofort nach 2 Min. | nach 5 Min. 


ber. f. Bilir. (mg/dl) 0,28 0,18 | 0,085 


Bei normaler Fistelgalle des Kaninchens ist der Bilirubingehalt 
so klein, dass er nur ohne Verdtinnung der Galle bestimmt werden 
kann. Bei solcher Galle bleibt jedoch die Stabilitét der Azofarbe, 
auch’ bei verhaltnismassig starkerem Reagens, noch ziemlich gut 
erhalten. Wenn man aber eine konzentrierte Galle nur mit Wasser 
verdiinnt, bleibt die Farbe aus unerklarlichem Grunde schon bei 
erster Reaktion im roten Stadium instabil. Die rasche Veranderung 
der einmal eintretenden roten Farbe wird dabei leicht bemerkt. 
Scheinbar tritt die Kupplungsreaktion bei gegebenen Fallen zu 
schnell ein und erfahrt die Reaktion eine weitere Veranderung. 

Um die obenerwihnte Schwierigkeit zu tiberwinden, arbeitet 
man besser mit alkoholisch oder acetonisch verdiinnter Galle, 
wodureh die Kupplung nunmehr langsamer und milder verlauft ; 
die rote Azofarbe maximal entwickelt und die Stabilitat des Farb- 
stoffes nun wenig beeintrichtigt wird. 


3. Die Farbkurve der violetten Azofarbe. 


Die typische Farbkurve des Azobilirubins in stark saurer 
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Reaktion wurde photometrisch in Chloroformlosung und in alkoholi- 
scher Lisung ermittelt. Auch die Farbkurve der mit einer Galle 
erhaltenen Azofarbe wurde ermittelt. Die drei Farbkurven sind 
qualitativ bemahe gleich (Fig. 12, 13). 


Fig. 12: Big. 13: 


e—e Bilirubin 
(Chloroformlosung ) 
0.81e¢---© Galle 
( Alkoholische Lésung ) 


Bilirubin 
Alkoholische Losung 
(Nach Heilmeyer) E 


).0 0.0 = = 
400 500 600 700 400 500 600 700 


Wellenlange Wellenlange 


Ihr Maximum liegt bei 570, und steht mit dem Befunde von 
Heilmeyer vollig im EHinklang. 

Die griine Kaninchengalle besitzt in den meisten Fallen keine 
bemerkbare Lichtabsorption bei 570. Das Vorhandensein von 
ertinem Farbstoff in der Galle iibt also keinen stérenden Einfluss 
auf die Absorptionsmessungen bei 570 aus. 

Der violette Azofarbstoff ist ausserst stabil; er bleibt noch 
mehrere Stunden unverandert. Die Extinktion nimmt dem 
Beerschen Gesetz foleend mit der Bilirubinkonzentration propor- 
tional zu. Der Giiltigkeitsbereich des Beerschen Gesetzes wird in 
der Fig. 14 gekennzeichnet. Zu wenig Reagens ergibt eine un- 
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vollkommene Kupplung. Mit 0.1 Fig. 14. 
cem Reagens tritt die vollkommene 0.7 , 
Reaktion bis zu einer Konzentration dare ge Sa lee 


von 0.025 mg/ml, und mit 0.5 cem Ue Vo can perp ay 


bis zu 0.1 mg/ml mit Sicherheit ein. 


0.5 
3 4. Die Ausfiihrung der 
: 0.4 
Bestimmung. 
Die Reagentien und die er- 3) 
forderlichen Lésungen sind dieselben 
wie sie im vorigen Abschnitte ange- 02} 
geben sind. 
: ‘ e3 0.1 
leem Galle wird mit 0.5 cem s 


Diazomischung versetzt, die sofort 0.0 
auftretende rote Azofarbstofflésung Gage ie ees 
mg/ml, 


wird nach 5 Minuten mit 3.6 cem 
Hisessig gut gemischt. Es_ tritt 
hierbei ein Farbumschlag ein und es bildet sich eine schdn violette 
Azofarblosung, gleichzeitig eine Aufhellung der Fliissigkeit. 2 ecm 
dieser Lésung werden dann mit 0.2 eem HCl konz. versetzt und die 
Farbstirke mittels Pulfrich-Photometer bei 57(S) ermittelt, 
Hisessig als Kompensationsfliissigkeit. 

Berechnung. 

Die Berechnune der Bilirubinkonzentration in der Galle 
geschieht durch die Gleichung 

Ex 1 
= 09,2712 * 4 
wobei x die Bilirubinkonzentration in mg/dl, Ex die ermittelte 
Extinktion bei S. 57, und d die Schichtdicke in em bedeutet. 

Die zur Bestimmung geeignete Bilirubinkonzentration in der 
Galle ist, 5-10 mg/dl, die normale Galle muss bis zu dieser Konzen- ; 
tration verdiinnt werden. Die Verdiinnung muss, wie schon 
erwihnt, mit Alkohol oder mit Azeton ausgefiihrt werden, nicht 


x 


aber mit Wasser. 


5. Zusateversuch. 
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Die Zuverlassigkeit dieser Methode wurde mit einer ‘Galle 
durch einige Zusatzversuche bestiatigt. Die der Galle zugesetzte 
Bilirubinmenge wurde mit nur kleinen Fehlern wieder aufgefunden 
(Tabelle IV). 


TABELLE IV. 
Bilirubin (mg) 


Priformiert Zugesetzt Berechnet Gefunden 
0,026 0,025 0,051 | 0,049 
0,026 | 0,050 | 0,076 0,071 
0,026 0,075 0,101 | 0,098 
0,026 0,100 0,126 0,126 


Ill. Die piIrREKTE PHOTOMETRIE DER GALLE. 


Um die einzelnen Farbstoffkomponenten der Galle zu bestim- 
men, wurde von einigen Autoren die direkte Photometrie der Galle 
erprobt. Zur Bilirubinbestimmung mittels direkter Photometrie 
haben C. Sheard wa. (1926) im Gebiet der Wellenlangen von 
430-450 mu, und J. Henry-Cornet und L. Henry (1939) im 
Gebiet der kiirzeren Wellenlangen bei 245-257 ,untersucht. Die 
erste Methode ist scheinbar wenig aussichtvoll, da die Lichtabsorp-. 
tion bei der erwahnten Wellenlange gewohnlich von anderen Farb- 
stoffesbestandteilen in der biologischen -Fliissigkeit mehr oder 
weniger beeinflusst werden kann. 

Zur Biliverdinbestimmung hat K. Franke die Lichtabsorption 
im Gebiet 650mu bestimmt. Dieser Autor bestimmte die Rot- 
absorption in der Galle und schatzte den Verdinanteil prozentual 
aus den Extinktionen, gemessen vor und nach Permanganatoxy- 
dation. Nach Heilmeyer(19383) sollen jedoch die Verdinfarbstoffe 
sehr inkonstante Farbstoffe darstellen. (Hr versuchte die Absorp- 
tionsmenge mit ktinstlich dargestellter Biliverdinlésung bei alkali- 
scher Reaktion.) So war die quantitative Wertbestimmung der 
Verdinfarbstoffe durch direkte Photometrie scheinbar wenig aus- 
sichtsvoll. Nach meiner Erfahrung aber zeigt der Verdinfarbstoff 
je nach den H’-Konzentrationen verschiedenen Farbenumschlag; er 
ist gelb (Max. bei 430) bei stark alkalischer Reaktion (pH 11.0), 
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griin bei neutraler bis schwach alkalischer, und blau (Max. bei 610) 
bei saurer Reaktion (pH 2,2). Nichtiibereinstimmung der Farb- 
stoftwerte in der Galle mit den kiinstlich dargestellten Biliverdin- 
losung mittels der genannten Methode beruht wahrscheinlich auf 
der Verschiedenheit der H’-Konzentrationen der einzelnen Gallen. 
Ziinachst wurden die Extinktionsmessungen der Verdinfarbe 
in verschiedenen H’-Konzentrationen wie unten ausgefiihrt. 
Versuch 1. Die durch Wasser- 
injektion erhaltene farbstoffreiche Galle 


1.0 
von Kaninchen wurde bei verschiedenen 


Caras HR 


H’-Konzentrationen unter Zusatz von 0.9} * O---O Sauer 
Hisessig, N/10 NaOH und Alkohol photo- <——* Alkalisch 


metriert. Die Resultate sind in der Fig. 
15 angegeben. Das Farbenspiel verlauft 
je nach den Miliureaktionen von gelb bis 
blau. Der Verdinfarbstoff zeigt bei stark 
alkalischer Reaktion eine gelbliche Farbe, 
die Extinktion bei 610 ist in diesem Falle 


merkwitirdig klein. 

Versuch 2. Eine Biliverdinl6sung, 
die durch mildere Gmelin-Reaktion aus 
einer Kaninchengalle hergestellt wurde, 
zeigt je nach dem pH-Werte der Losung 
auch die gleiche Farbverschiedenheit. 
Die blaue Losung wurde zunichst mit 
N/10 NaOH-Losung genau neutralisiert 


und dann mittels Glykokoll-HCl bzw. 400500 600 700 
Glykokoll- NaOH -Pufferlosungen  pH- Wellenlinge 


Werten von 11,0. 6,7 und 2,2 emgestellt 
und jedesmal die Extinktionskurve ermittelt. Die Resultate sind 
in Fig. 16 wiedergegeben. 

Versuch 3. Die normale Kaninchengalle wurde in zwei ver- 
schiedenen H’-Konzentrationen mit der Extinktionskurve ver- 
glichen ; die eine wurde nur mit Alkohol und die andere mit Hisessig 
verdiinnt. Die ermittelten Farbkurven sind in Fig. 17 angegeken.. 
Die Extinktionen bei 610 und 720 sind in saurer Losung viel 
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, Fig. 16. Wig. Ls 
0.7 a 
5 se Me e— Alkohol 
0.6 O==-=6.0" Oh 5 
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af 0.2 
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erdsser als in schwach alkalischer. 

Aus den Beobachtungen dieser 3 Versuche geht nun hervor, 
dass die Verdinfarbe bei stark alkalischer Reaktion eine mehr 
gelbliche Farbe zeigt, und die Extinktion bei 430 bedeutend hoch 
ist. Bei neutral und sauer ist die Farbe grin bis blau, die 
Extinktionsmaxima legen in beiden Falien bei 610. Die Extinktion 
bei 430 liegt bei beiden Loésungen in ungefahr gleicher Héhe, 
wahrend sie bei 610 bei saurer Reaktion hoher ist als bei neutraler. 
Der Farbumschlag ist reversibel. Bei der direkten Photometrie der 
Galle zur Ermittelung der Verdinwerte muss man also besonders 
darauf Acht geben, die Reaktion in einem bestimmten pH-Bereich, 
im stark sauren Gebiet einzustellen. 

Beim Arbeiten mit einer Bilirubin enthaltenden Galle kann die 
Méglichkeit einer Umoxydation dieses Farbstoffes in stark saurer 
Reaktion zu blauem Biliverdin nicht ausgeschlossen werden. Das 
Bilirubin andert sich aber auch bei stark saurer Reaktion und bei 
Zimmertemperatur wihrend der kurzfristigen Versuchsdauer 
nicht. : 
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Berechnung des Biliverdinwertes aus dem Extinktionswert 
der direkten Photometric. 


Die Berechnung des wahren Biliverdinwertes erfolet mittels 
des spezifischen Extinktionskoeffizienten einer Gmelin-Farbe aus 
reinem Bilirubin bei stark saurer Reaktion, welcher schon in dem 

- ersten Abschnitte dieser Abhandlung angegeben wurde. 

Ob der durch vorliegende Methode ermittelte Verdinwert wirk- 
lich den wahren Wert darstellt ist noch fraglich, da genaue Zusatz- 
versuche aus praktischen Griinden noch nicht einwandfrei aus- 
fiihrbar sind. Es soll hier nur die Beeinflussbarkeit der Extink- 
tionswerte durch Zusatz von Bilirubin gepriift werde. (Tabelle V). 


TABELLE V. 
Zugesetztes Biliverdin (mg/d!) 
Bilirubin, 
mg auf 100 ml Praformiert Gefunden 
4,00 7,40 7,18 
2,00 7,40 7,00 
1,00 - 7,40 7,50 


IV. Dire ErrassunGc DES VERDINFARBSTOFFWERTES 
IN DER GALLE MITTELS DES NEUEN PRINZIPS. 


In diesem Abschnitte wird ein neues Prinzip der quantitativen 
Bestimmung des Verdinfarbstoffes in der Galle beschrieben. 

Prinzip: Man bestimmt den gesamten Bilirubinoidwert durch 
Gmelin-Reaktion und den Bilirubinwert durch Diazo-Reaktion ; 
die beiden Methoden wurden wie in den vorigen Abschnitte 
angewendet. Die Differenz zwischen beiden Werten wird als 
Biliverdinwert betrachtet. 

Verdinwert = Gmelinwert — Azowert. 


Die Methode wird meistens zur Untersuchung von Kaninchen- 
galle in Anwendung gefunden, bei der das Hauptbilirubinoid als 
Biliverdin enthalten ist, eventuell auch von einigen pathologischen 
Gallen des Menschen oder der Tiere. Der Verdingehalt normaler 
Menschen- und Hundegallen ist so klein, dass er in den meisten 
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Fallen wenig in Frage kommt. . 
Die Brauchbarkeit dieser Methode wurde mit einer Kaninchen- 
galle durch Zusatzversuch bestiatigt (Tabelle VI). 


TABELLE VI. 


Biliverdin mg 
Bilirubin 
zugesetzt Priformiert, 
mg ermittelt aus se ae 
G-A 
4,00 i 6,54 6,88 
2,00 6,54 6,82 
1,00 6,54 6,59 


G—A bedeutet Gmelinwert—Azowert 


Die gefundenen Werte stimmen noch nicht vollig. Die Fehler- 
quelle liegt wahrscheinlich darin, dass das zugesetzte reine Bilirubin 
teilweise Oxydation erleidet und sich eine geringe Menge Verdin- 
farbstoff daraus neu bildet. Aus der Tabelle ist ersichtlich, dass 
je mehr Bilirubin zugesetzt, ein desto hoherer Verdinwert gefunden 
wird. 

Um die Brauchbarkeit der Methode noch weiter zu Brite, 
wurden die folgenden Versuche unternommen. 


Richtigkeit der Methode. 


Die Versuche wurden aus den erwaihnten Griinden ausschliess- 
lich mit Kaninchengallen vorgenommen, die meistens durch intra- 
venose Wasserinjektion erhaltene farbstoffreiche Fistelgallen waren. 
Die Bestimmungen der Bilirubinoide erfolgten durch die neue 
Methode und gleichzeitig mit derselben Galle durch direkte Photo- 
metrie. Die beiden Verdinwerte wurden verglichen. Beide Werte 
stimmten in den meisten Fallen ziemlich gut miteimander tiberein, 
man trifft jedoch manchmal Fille an, bei welchen die beiden Werte 
nicht miteinander in Hinklang stehen. Die Resultate sind. in 
Tabelle VII zusammengestellt. Bei 9 von 14 Bestimmungen gaben 
die beide Methoden gut iibereinstimmende Werte des Verdinfarb- 
stoffes, bei 5 anderen Bestimmungen aber nicht. 
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TABELLE VII. 


Nr. i 2 3 Yael 6 7 
Gmelin-Wert 9,38 DES ABS} TOS 2a LOG 7,03 4,53 
Azo-Wert 3,44 5,87 4,88 3,60 3982 4,47 1,67 

. : G-A 5,94 6,88 6,42 6,72 6,54 2,50 2,86 
ae Verdun: | : ; ‘ 
dir. Phot. 6,04 7,30 6,3 6,60 6,00 2,50 PATEL 
Differenz —0,10 | —0,42 | +0,08 | +0,12 | +0,54 | +0,06 | +0,14 
8 9 10 ane 12 1S; 14 
9,27 5,58 . Byes 5,18 8,44 Tei2 7,65 
3,07 Sil: 222 Zao 4,21 2,19 2,45 
6,20 | 347] 3,50) 248)° 493] 353] 5,20 
6,03 Bypy| 4,40 Sallie 5,16 2,61 4,24 
+0,17 | +0,15 |(—0,90)|(—0,70))( —0,93)|( + 0,92) |( + 0,96) 
| 
Die nicht iibereinstimmenden Werte sind eingeklammert. 


Die Ursache der Unstimmigkeit beider Methoden ist noch 
unklar. Die Fehler liegen in den gegebenen Fallen nicht immer 
auf der gleichen Seite, 2 sind positiv und 3 negativ. Der grosste 
Fehler betrug um 35% (Nr. 13). Die Fehler der 4 anderen Nrn. 
(10, 11, 12 u. 14) sind gegen 20%. 


SCHLUSSFOLGERUNG. 


1. Hin neues Prinzig der Biliverdinbestimmung in der Galle 
wurde vorgeschlagen und seine Brauchbarkeit studiert. Das Prinzip 
besteht darin, den Verdinanteil aus Gmelin- und Azo-Wert rech- 
nerisch zu erfassen ; Verdinwert =—Gmelinwert — Azowert. 

2. Zum Zweck der Ausarbeitung dieser Methode wurden die 
bekannten Gmelin- und Diazo-Farbeaktionen eingehend studiert, 
speziell eingeschrinkt auf die Anwendung auf Galle. Aus eigenen 
Beobachtungen wurde die Bestimmungsmethode des Bilirubins 
mittels der Diazoreaktion und der Summe Bilirubin+ Biliverdin 
mittels der Gmelinreaktion festgestellt. 

3. Auch die direkte Photometrie der Galle zur quantitativen 
Ermittelung ihres Verdinanteils wurde gepriift. Bei dieser Methode 
wurde besonders darauf aufmerksam gemacht, dass die H™~-Kon- 
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zentration der zu priifenden Galle genau auf einen bestimmten pH- 
Wert im sauren Gebiet eingestellt werden muss. 

4. Die Werte der beiden Bestimmungsmethoden sind nicht 
immer iibereinstimmend. Vorlaufig arbeitet man besser mit einer 
eleichzeitigen Kombination beider Methoden. 

5. Die neuen Methoden sind in der vorliegenden Mitteilung 
nur mit Vorbehalt beschrieben worden. 

Dem Kulturministerium spreche ich meinen herzlichen Dank 
fiir die materielle Unterstiitzung dieser Arbeit aus dem Stipendium 
zur Forderung der Naturwissenschaften aus. 
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INTRODUCTION. 


In an earlier paper Kawasaki (1938) examined the effect of 
the addition of various salts on the oxygen consumption of the 
tyrosinase system, using p-cresol as substrate. He pointed out 
that KCN, AgNOs, HgCle, MnCls, K3Fe(CN), and KMnO, 
inhibit the action of tyrosinase, while FeSO,4, KyFe(CN). and 
FeSO,(NH4)2SO4 cause its activation. He also found that the 
optimum pHi for the action of potato tyrosinase hes at pH 7.0—9.0, 
and the optimum temperature at 35-40°C. 

The present paper is a continuation of this investigation and 
reports on the further studies on the effects of a series of organic 
salts on the tyrosinase system, by the use of catechol and homoca- 
techol as substrates. 


TXPERIMENTAL PROCEDURE. 


A. Substances: Homoeatechol. Creosol was first prepared 
from vanillin by reducing with zine amalgam and hydrochloric 
acid according to the method of Clemmensen (1913, 1914). 
Homoeatechol was then prepared from the creosol thus obtained by 
the method described by de Vries (1909). The substance, re- 
crystallized from benzene and ligroin (10:1), melted at 65°C. 

The catechol was Merck product. 

B. Enzyme: The tyrosinase was obtained from potatoes and 


rag 
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purified in the same manner as. described by Kawasaki. Three 
enzyme preparations of different purities were prepared by preci- 
pitation with aleohol and subsequent dialysis (dialyzed enzyme 
preparation), by adsorption with aluminium hydroxide suspension 
Cr (alumina preparation) and electrodialysis (electrodialysant ) 
successively. 

C. The measurement of oxygen uptake. Oxygen uptake was 
determined with Warburg’s respiratory apparatus. 0.5 cc. of the 
tyrosinase solution, 3.0 ce. of the M/10 phosphate buffer solution 
and 1.5 ce. of distilled water (or salt solution and sufficient water 
to bring the volume to 1.5 cc.) were pipetted into the main com- 
partment of the manometer vessel and 0.5 ec. of the 5 per cent 
KOH solution were placed in the central compartment. Into the 
side chamber 0.5 ce. of the substrate solution was introduced. The 
air in the vessel was then replaced by oxygen and the apparatus 
shaken in the thermostat at 25°C. After pressure equilibrium 
was established, the substrate solution was added from the side 
chamber to the fluid in the main compartment. The manometer 
readings were then taken at intervals of 10 minutes. At reactions 
more alkaline than pH 9 the mixture of NasHPO, and NaOH solu- 
tion according to Ringer was employed as buffer, the concentra- 
tion of the phosphate being maintained constant. Kawasaki 
placed the tyrosinase solution in the side chamber and the sub- 
strate in the main compartment. Inasmuch as catechol and 
homoeatechol ‘are both unstable and undergo spontaneous oxyda- 
tion on shaking in the alkaline medium, the substrate solution was 
put in the side chamber and the mixture of buffer and enzyme in 
the main compartment. 


EXPERIMENTAL RESULTS. 
I. Optimum pH for the action of tyrosinase. 

The optimum pH for the action of tyrosinase on catechol and 
homocatechol was at first examined, by the use of alumina prepara- 
tion and electrodialysant as enzyme. ‘Two series of control experi- 
ments were performed, using heated enzyme solution or distilled 
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water in place of tyrosinase. The results obtained are shown in 
Figs. 1 and 2. 


Biota: 
Action of tyrosinase on catechol at various pH. 
_ 9.5 ec. tyrosinase 
3.0 ce. M/10 phosphate buffer \ 
1.5 ce. distilled water 
+0.5 ce. M/300 catechol. 
Temp. = 25°C, 
Oz uptake Oz uptake 
after after 
120 minutes 60 minutes 
Tyrosinase (Alumina preparation) 4 A aes a a 
Tyrosinase (Hlectrodialysant ) o——e irae @ 
Alumina preparatoin (heated) Oo Oo Opes Oo 
Distilled water | ed | ie a 
70 T lite = 
60 Sn 


Oxygen uptake in emm. 


pH. 


It is clear from Figs. 1 and 2 that catechol and homocatechol 
are oxidized by tyrosinase optimally at pH 7.0. As the absorption 
of 18.63 emm. oxygen (0°C, 760mm Hg) corresponds to one atom 
of oxygen per molecule of the substrate, two atoms are taken up 
at the optimum pH. Moreover it will be noted that, in the case 
of homoeatechol exactly one atom of oxygen is consumed at pH 
4-5, From the control experiments it will be seen that at reac- 
tions more alkaline than pH 7 catechol and homocatechol undergo 
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Fig, 2. 
Action of tyrosinase (alumina preparation) on homocatechol 
at various pH. 


0.5 ec. tyrosinase 
3.0 ce. M/10 phosphate buffer f 
1.4 ce. distilled water 


+0.5 ee. M/300 homoeatechol., 
Temp. =25°C. 


Oz uptake Oz uptake 
after after 
120 minutes 60 minutes 
Tyrosinase (Alumina preparation) 0 2) Olea © 
Distilled water A A IND eras A 


70 


Oxygen uptake in emm. 


pH. 


spontaneous oxidation and bring about a marked oxygen uptake 
without enzyme, at pH 9-10 the consumption corresponds to 3 atoms 
of oxygen per molecule of substrate. In the presence of tyrosinase 
however this autoxidation is diminished to some extent, namely at 
pH 8-9. 

In order to demonstrate that our tyrosinase preparations 
retained their full activity in our experimental conditions, the 
following experiment was then performed. Into the mixtures 
containing tyrosinase and buffer solution of varying pH (pH 4.51, 
6.24 and 8.04 respectively) 0.5 ee. M/600 catechol was introduced 
from a side chamber, i.e. half the usual amount of substrate, and 
the oxygen uptake examined. After 120 minutes shaking the 
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second half of the substrate was added from a second side chamber. 
The shaking was continued and the oxygen uptake examined to 
determine if if takes place in the same manner as before or not. 
The results of the experiment are given in Fig. 3. 


dais Sy, 
0.5 ce. tyrosinase solution (alumina preparation) \ 


3.0 ec. M/10 phosphate buffer 
1.0 ce. distilled water 


+0.5 ce. M/600 catechol +0.5 ce. M/600 catechol. 


Temp. = 25°C, 

o 50) =i T T T T 
td o—a pU- 5.04 
8 , 40 ic ° © pli=6 24 

maps a 7) 
BE 30 
Fa 2 UR ra Ses = 
a0. 
Ps 10 
bal es 
(@) 0 ~ 


Time in minutes. 


It can be seen from Fig. 3 that at a pH range between 4.5 and 
8.0 no appreciable inactivation of tyrosinase took place for a con- 
siderable time. 


IT. Optimum temperature for the action of tyrosinase. 

In this section the optimum temperature for the action of 
tyrosinase on catechol and homocatechol was studied, the tempera- 
ture of the thermostat being varied between 15° and 45°C. The 
results are given in Figs. 4 and 5. 

Figs. 4 and 5 show that the optimum temperature for the 
action of tyrosinase on catechol lies at.30°C and that for homocate- 
chol at 35°C. 


TER peice: of the addition of various salts on the 
tyrosinase action. 


A. Experiments with catechol. Varying amounts of salts 
such as KON, AgNO3, HgCls, MnSO., FeSO, CoSOu, KyFe(CN)6, 
K3Fe(CN), and KMnOy, were added to the tyrosinase system and 
their influence on the rates of oxygen uptake examined. The pH 
of the medium was 6.24. The results are shown in Fig. 6, where 
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Fig. 4. 
Action of tyrosinase at various temperature. 
(Experiment with catechol) 


3.0 ec. M/10 phosphate buffer 
1.5 ee. distilled water 


+0.5 ce. M/200 catechol. 
pH=6.24 
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the ordinate denotes the depression of oxygen uptake, as compared 
with the control experiment without salts, and the abscissa the 
log molar concentration of salts in the reaction mixture. 

It was found by Kawasaki(1938), that KON, AgNOs, HgClo, 
MnCls, KMnO, and K3Fe(CN)¢ inhibit the action of tyrosinase, 
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Action of tyrosinase at various temperatures. 
(Experiment with homocatechol) 
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using p-cresol as substrate. It is clear from Fig. 6 that in the 
_ case of catechol the tyrosinase ‘activity is inhibited in a similar 
way by these salts, except by manganous salt. The latter exerted 
no inhibitory effect, as in the case of p-cresol. Ferrous salts such 
as FeSOu, KyFe(CN),¢ and FeSO4(NH4)2SO,4 activated the tyrosi- 
nase in the case of p-cresol, whereas they were found to exert no 
effect in the case of catechol. CuSO, and CoSO, were also found 
to have no effect. 

B. Experiments with homocatechol. In this experiment 
homocatechol was employed as substrate and the effects of various 
salts were examined in the same manner as mentioned above. The 
results are shown in Fig. 7 

It will be seen that, as in the case of catechol, so also in this 
case, KON, AgNO;, HgClo, K3Fe(CN),s and KMnOy, exhibit an 
inhibitory effect on tyrosinase. MnSO, was, however, found to 
depress the action of tyrosinase at a definite concentration in the 
same manner as in the case of p-cresol. FeSO, was also found to 
bring about the activation of tyrosinase. From what has been said 
it’ follows that in the influence of the addition of various salts 
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Fig. 6. 
Effect of various salts on the tyrosinase activity. 
(Experiment with catechol) 
1.0 ce salt solution 
3.0 ee. M/10 phosphate buffer 


0.5 ee. tyrosinase solution 
0.5 ce. distilled water 
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Tees Hee 
Effect of various salts on the tyrosinase activity. 
(Experiment with homocatechol) 
1.0 ce. salt solution 
3.0 ce. M/10. phosphate buffer 
0.5 ce. tyrosinase solution (alumina preparation) 
0.5 ee. distilled water 
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there exists a definite analogy between experiments with p-cresol 
and homoeatechol, whereas those with catechol are different in some 
points. . . 

C. The effects of the addition of various salts at varying pH. 
The influence of the addition of various salts was then examined 
at varying pH, catechol and homoceatechol being used as substrates. 
The results are recorded in Figg. 8 a-e. 

It was found that the inhibition due to KCN, K3Fe(CN)6., 
AgNO3, HgClz and MnSO, takes place at the alkaline part of the 
optimum pH range. Kawasaki (1938) has shown that HCN is 
liberated from the solution by shaking in the acid mixture and 
accordingly the inhibitory action of KCN occurs only in the 
alkaline medium. 
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Oxygen uptake in emm. 
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Fig. 8, 
Effect of various salts on the tyrosinase activity at varying pH. 
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ec. Experiments with AgNOs. 
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e. Experiments with MnSOs.. 
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SUMMARY. 


The rate of oxygen uptake of the tyrosinase system and the 
effect thereon of the addition of various salts were studied by use 
of catechol and homocatechol as substrates. 

1. The optimum pH for the action of tyrosinase on catechol 
and homocatechol lies at pH 7.0. 

2. The optimum temperature for the action of tyrosinase on 
eatechol lies at 80°C and that for homoeatechol at 35°C. 

3. KCN, AgNOs3, HgCle, KMnO, and K3Fe(CN).¢ exert an 
inhibitory effect on tyrosinase. In the case of homocatechol, 
MnSO, also depresses the tyrosinase activity, as in the case of 
p-cresol; while it was found to have no effect in the case of catechol. 
FeSO, was found to activate the tyrosinase action only in the case 
of homocatechol. 

4. In the effect of salts there exists some analogy between 
experiments with homocatechol and p-cresol, while those with 
catechol show different behaviours in some points. 


In conclusion the author wishes to express her sincere thanks ‘ 
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INTRODUCTION. 


In 1927 Pugh and Raper oxidized some phenolic substances 
by means of tyrosinase in the presence of aniline and obtained an 
anilino compound of o-benzoquinone from catechol, and the corre- 
sponding derivative of homoquinone from p-cresol, as well as 
homoeatechol. These authors were thus able to give direct evidence 
of the production of o-quinones when tyrosinase acted on phenols. 

As to the effect of aniline on the oxygen consumption of the 
tyrosinase system, Nobutani (1936) has shown, using p-cresol 
as substrate, that at pH 7.38 the presence of aniline markedly 
accelerates the rate of oxygen uptake. The total amount of oxygen 
absorbed, however, remained the same as that without aniline, i.e. 
three atoms of oxygen per molecule of p-cresol. 

On the other hand Wagreich and Nelson (1936) found 
that the total amount of oxygen required for the enzymatic oxida- 
tion of catechol in the presence of aniline is three atoms per mole- 
cule of substrate, whereas with catechol alone the oxygen absorbed 
are two atoms. On the basis of these findings, and since only one 
atom of oxygen is required in oxidizing catechol into o-quinone, 
they suggested that in the case of catechol oxidation by means of 
tyrosinase, the o-quinone produced undergoes further oxidation to 
4-hydroxy-1,2-quinone, and that the latter then reacts with two 
molecules of aniline to form dianilino-quinone with the consump- 
tion of one more atom of oxygen. 


995 


-- 


226 A. Sasaki: 


OH 
Nee Az 
L $20 —> | | 
\ ¢ ae 

OH 

I 1 
Pe6) =O 
| | +20,H;NH,+0 —> | | 

ae, CoH:NH- 

he NHC,H; 


Wagreich and Nelson have thus attempted to explain the 
fact that the initial oxidation of catechol by means of tyrosinase 
involves the absorption of two atoms of oxygen per molecule of 
the substrate and that the subsequent interaction with aniline to 
form dianilinoquinone requires only one atom of oxygen. 

Recently Jackson (1939) has investigated the oxidation of 
catechol by tyrosinase in the presence of aniline. He found that 
the amount of dianilino-o-quinone formed decreases as the addition 
of aniline to the reaction mixture is delayed and that, when 1,2,4- 
trihydroxybenzene is oxidized enzymatically in the presence of 
aniline, hydroxymonoanilino-quinone is produced in place of 
dianilino-quinone. From these findings he concluded that 4- 
hydroxy-1,2-quinone cannot be admitted as an intermediate product 
in the oxidation of catechol by tyrosinase. 

It seems therefore interesting for the author, and of some use 
for determining the true nature of tyrosinase action, to examine 
in further detail the effect of aniline on the tyrosinase system, 
especially at different pH of the medium as well as at varying 
concentrations of aniline, and at the same time to compare the 
modes of oxygen uptake, using different kinds of phenols as sub- 
strates, in the presence of aniline. 


EXPERIMENTAL Mernops. 


Enzyme preparations: Tyrosinase preparations were obtained 


a) 
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“from potatoes in the same manner as described by Kawasaki 
(1938). 

The method of measuring oxygen consumption was exactly the 
same as reported in my previous paper (Sasaki, 1940). 

Substrates: jp-cresol, catechol, homocatechol and toluhydro- 
quinone were employed as substrates. Homocatechol was prepared 
from vanillin as mentioned in my previous paper. Toluhydro- 
quinone ‘was prepared from o-cresol according to the method of 
Henderson and Boyd(1910). The latter product, recrystallized 
from benzene, melted at 124°C. 


EXPERIMENTAL RESULTS. 


I. The action of tyrosinase on p-cresol 
im the presence of aniline. 

a) Nobutani earried out his experiment with the addition 
of three molecules of aniline per molecule of p-cresol and at pH 
7.38. The present experiment was at first undertaken at pH 7.38 
and with the addition of varying amounts of aniline. The results 
are given in Fig. 1. 

Quite in accordance with Nobutani’s results it was found 
that the addition of 0.5 ee. M/100 aniline (3 mols per mol of sub- 
strate) evidently accelerates the action of tyrosinase. In the 
presence of larger amounts of aniline it was however confirmed 
that the oxygen uptake was markedly depressed. 

b) In order to decide whether the depression of oxygen up- 
take observed in the preceding experiment is really due to the 
inhibition of tyrosinase or, as it might occasionally be the case, to 
the shift of optimum pH for the enzyme action, the following ex- 
periments were undertaken at varying acidity (pH 4.51-10.16) 
and with the addition of increasing amounts of aniline. The re- 
sults are recorded in Fig. 2. Control experiments were also per- 
formed using distilled water in place of tyrosinase. No absorption 
of oxygen was however recognized in these blank determinations. 

As has already been pointed out by Kawasaki (1938), it 
was found that, in the absence of aniline, the oxygen consumption 
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takes place optimally at pH 7.0-9.0. At this optimum range of 
pH three atoms of oxygen are consumed, while at pH 4-5 only 
two atoms are used up. With the addition of increasing amounts 
of aniline the optimum pH is gradually shifted to the acid side 
and finally on adding a sufficient amount of aniline, ie. 6 mols 
per mol of p-cresol, up to pH 4-6. The oxidation of p-eresol at 
pH 4-5 is accompanied by an absorption of two atoms of oxygen 
and the optimum pH is shifted to this pH range upon the addi- 
tion of aniline. At this pH the oxygen uptake is increased by 
aniline and corresponds to three atoms. At pH 7.0-9.0 the oxygen 
uptake is depressed with the addition of increasing amounts of 
aniline. The apparent inhibition of tyrosinase by aniline at pH 
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Fig. 2. 
Action of tyrosinase on p-eresol in the presence 
of aniline at varying pH, 
Oxygen uptake after 120 minutes. 


0.5 ce. aniline solution 

3.0 ce. M/10 phosphate buffer 

0.5 ec. tyrosinase solution (alumina preparation) 
1,0 ce. distilled water 


+0.5 ee. M/300 p-cresol solution. 
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7.38, as mentioned previously, is undoubtedly due to the shift of 
optimum pH. 

ec) In this experiment tyrosinase was allowed to act on p- 
eresol for 120 minutes by shaking at pH 4.51, 6.24 and 8.04, after 
which, i.e., when the amounts of oxygen absorbed reached definite 
values, aniline was introduced into the reaction mixture. The 
shaking was then continued for an another 120 minutes and the 
oxygen consumption throughout the whole course of the experi- 
ment was followed. The results obtained are given in Fig. 3. 

It can be seen from Fig. 3, that at pH 4.51 two atoms of 
oxygen are at first taken up without aniline and that when the 
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Fig, 3. ; 
Action of tyrosinase on p-cresol, 0.5 cc. M/50 aniline solution being 
added after 120° minutes shaking. 


0.5 ce. tyrosinase solution (alumina preparation) 
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Temp. = 25°C. pH=4.51, 6.24 and 8.04. 
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latter is added one atom further is consumed. At pH 8.04 three 
atoms of oxygen are required in the first 120 minutes and no 
further oxygen uptake is recognized upon subsequent addition of 
aniline. 

d) Nobutani (1936) examined the influence of hydroxyl- 
amine on the tyrosinase system at pH 7.38 and found that it 
markedly depressed the oxygen consumption. In order to examine 
whether this depression is really due to the inhibition of the enzyme 
or, as in the case of p-cresol, to the shift of optimum pH, the follow- 
ing experiment was undertaken at different concentrations of 
hydroxylamine and at varying pH. The results are given in 
Fig. 4. 

In the case of hydroxylamine it was found that there is no 
shift of the optimum pH and consequently it follows that the 
tyrosinase action is really inhibited by hydroxylamine. 

e) An attempt was then made to obtain dianilinohomo- 
quinoneanil by the action of tyrosinase on p-cresol in the presence 
of aniline. The experiment was carried out according to the 
method described by Pugh and Raper (1927) and at different 
pH. From each 2 g of p-cresol were obtained 0.90, 0.75 and 0.60 g 
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Fig. 4. 
Effect of the addition of hydroxylamine on the tyrosinase system. 
Oxygen uptake after 120 minutes. 


0.5 cc. hydroxylamine solution 
3.0 ce. M/10 phosphate buffer 
0.5 ce. tyrosinase solution (alumina preparation) 


1.0 ce. distilled water 
+0.5 ce. M/300 p-cresol solution. 
Temp. = 25°C. 
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dianilino compound at pH 4.51, 6.24 and 8.04 respectively. A 
maximum yield was obtained at pH 4.51, at which the oxygen 
uptake also shows its maximum value in the presence of aniline. 
The crystalline product melted at 201°C and gave, N, 10.92%. 
Calculated for C2;H2,0N3 (dianilinohomoquinoneanil), N, 11.08%. 


IT. The action of tyrosinase on catechol 
in the presence of aniline. 


The effect of aniline on the catechol oxidation was examined 
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Action of tyrosinase on catechol in the presence of aniline. 
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‘at different pH and with the addition of increasing amounts of 
aniline. 

a) The experiment was at first carried out at pH 6.24, with 
the addition of aniline in different concentrations. The results are 
represented in Fig. 5. Concurrently a control experiment was 
made using distilled water in place of tyrosinase. No oxygen 
uptake however was observed in this blank determination. 

As can be seen from Fig. 5, the oxidation of catechol alone is 
accompanied by the consumption of two atoms of oxygen. On 
adding aniline to the system the oxygen uptake increases gradually 
and, when more than 6 mols of aniline is employed, exactly three 
atoms of oxygen are used up. Still larger amounts of aniline how- 
ever bring about no further increase of oxygen uptake. 
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b) The experiments were then carried out at different pH 
and with the addition of increasing amounts of aniline. The re- 
sults are recorded in Fig. 6. Since catechol is subject to autoxida- 
tion on shaking in the alkaline medium, control experiments were 
made with special precautions, using distilled water in place of 
enzyme and with the addition of different amounts of aniline. 


Fig. 6. 
Action of tyrosinase on catechol in the presence of aniline 
; at varying pH. 
Oxygen uptake after 120 minutes. 


a. b. .control experiment. 
0.5 ce. aniline solution 0.5 ce. aniline solution 
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(alumina preparation) 1.5 ce. distilled water 
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It is clear from Fig. 6, that, when aniline is absent, two atoms 
of oxygen are consumed at pH 7.0. In the presence of more than 
6 mols of aniline the oxidation of catechol is accompanied by the 
absorption of three atoms of oxygen and this relationship holds 
good over the pH range of 4.5 to 7.0, quite in accordance with the 
results reported by Wagreich and Nelson (1936). From the 
control experiments it is evident that at alkaline reactions catechol 
easily undergoes spontaneous oxidation, and that this autoxidation 
is markedly accelerated in the presence of aniline. 

Catechol thus exhibits the peculiarity that it takes up one more 
atom of oxygen upon the addition of aniline, while in the case of 
p-cresol the presence of aniline merely brings about the shift of 
optimum pH to the acid side. 

¢c) Tyrosinase was then allowed to act on catechol for 120 
minutes after which aniline was introduced into the reaction mix- 
ture. The shaking was continued and the oxygen uptake was 
followed for an another 120 minutes. The results are shown in 
Pig: 

Fig. 7 shows us clearly that two atoms of oxygen are taken 
up in the first 120 minutes and upon addition of aniline one further 
atom is absorbed. 


Fig. 7. 
Action of tyrosinase on catechol, 0.5 cece. M/50 aniline solution 
being added after 120 minutes shaking. 
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d) Isolation of anilino-o-quinone. The experiment was 
carried out in the same manner as described by Pugh and Raper 
(1927) and at the same time the comparison was made of. the 
yields of anilino compound at different pH. From each le 
catechol were obtained 0.65 g, 0.60¢ and 0.70¢ at pH 4.51, 6.24 
and 8.04 respectively. Thus the yields of anilino compound did 
not vary with pH. The crystalline substance obtained melted at 
192°C and gave, N, 9.34%. Calculated for CygH,402N2 (dianilino- 
o-benzoquinone), N, 9.66%. The melting point was unaffected by 
mixing with the product, which was prepared from .catechol by 
oxidizing with silver oxide and subsequent condensation with 
aniline, according to Willstatter and Miiller (1908) and Pugh 
and Raper (1927). 


II. The action of tyrosinase on homocatechol 
in the presence of aniline. 

a) Homocatechol was then employed as substrate. The,ex- 
periment was carried out at different pH and with the addition 
of varying amounts of aniline, in exactly the same manner as in 
the case of catechol. The results are given in Fig. 8. Inasmuch 
as homocatechol also undergoes spontaneous oxidation, control ex- 
periments were made using distilled water in place of tyrosinase. 

From Fig. 8 it follows that, in the presence of aniline, the 
optimum pH for tyrosinase action is again shifted to the acid side 
(about pH 5.0) as in the case of p-cresol. Moreover aniline caused 
no change in the total amount of oxygen absorbed, whereas in the 
ease of catechol one atom more of oxygen was consumed upon the 
addition of aniline. Aniline appears to depress the oxygen up- 
take at pH 7.0 owing to the shift of optimum pH. At pH 4.51 
only one atom of oxygen is used up without aniline, while the 
presence of the latter increases the oxygen uptake to two atoms. 
, b) The isolation of dianilinohomoquinoneanil was then at- 
tempted in the same manner as in the case of p-cresol and catechol. 
From each 0.5¢ homocatechol were obtained 0.40g and 0.35¢ 
dianilinohomoquinoneanil at pH 4.51 and 6.24 respectively. The 
substance melted at 201°C. The melting point was unaffected by 
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Fig. 8. 
Action of tyrosinase on homocatechol in the presence 
of aniline at varying pH. 
Oxygen uptake after 120 minutes. 


a. b. control experiment. 

0.5 ec. aniline solution 0.5 ee. aniline solution 
0.5 ee. tyrosinase solution 3.0 ee. M/10 phosphate buffer 

(alumina preparation) 1.5 ce. distilled water 
3.0 ec, M/10 phosphate buffer +0.5 ec. M/300 homocatechol 
1.0 ce. distilled water eolution. 
+0.5 ce. M/300 homocatechol 

solution. 

Temp. = 25°C. Temp. = 25°C. 


Oxygen uptake in emm. 
Oxygen uptake in cmm, 


1e) O homoeatechol 

@ ---- ® homocatechol+ 1£/300 aniline 
A--->- A homocatechol+ M/150 aniline 
4 4 homoeatechol+ _M/100 aniline 
eee O homocatechol+ M/50 aniline 
@----- B® homocatechol-+- M/25 aniline 


x- homocatechol+ M/12.5 aniline 


mixing with the product, obtained above by the action of tyrosinase 
on p-cresol. 

The facts so far mentioned lead to the conclusion that, as to 
the influence of aniline on the tyrosinase system, p-cresol and 
homocatechol show profound similarities in many points, while 
catechol behaves in a quite different manner. In my previous 
paper (Sasaki, 1940) it was reported that, in the influence of 
various salts on tyrosinase, there exist similarities between experi- 
ments with p-cresol and homocatechol, whereas those with catechol 
show different behaviours in some points. 
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IV. The action of tyrosinase on toluhydroquinone 
im the presence of aniline. 


It is generally believed that the normal oxidation of tyrosin 
in the animal body takes place through homogentisic acid. If 
p-eresol be oxidized by tyrosinase in the same manner as tyrosine 
as broken down in the animal body, toluhydroquinone will make 
its appearance as an intermediary product of oxidation. 


OH y ne De 
I. TO—4 

Ag eet en a 
fea SU | | Wee 
2 | V7 | 

| CH, | CHs 
> CH, | CH; 

COOH 

CH(NH.) 

COOH homogentisic acid p-cresol toluhydroquinone 
tyrosin 

Fig. 9. 


Action of tyrosinase on toluhydroquinone at varying pH. 
Oxygen uptake after 120 minutes. 

O28) 

0.5 ec. tyrosinase solution (alumina preparation) 

3.0 ec. M/10 phosphate buffer 

1.5 ee. distilled water 

+0.5 ee. M/300 toluhydroquinone solution. 
istics @ control experiment 

3.0 ce. M/10 phosphate buffer 

2.0 ce. distilled water 

+0.5 ee. M/300 toluhydroquinone solution. 


Temp. =25°C. 


Oxygen uptake in emm. 
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Fig. 10. 
Action of tyrosinase on homogentisie acid at varying pH. 
Oxygen uptake after 120 minutes. 


12) 


0.5 ee, tyrosinase solution (alumina preparation) 
3.0 ee. ©. M/10 phosphate buffer 
1.5 ce. distilled water 
+0.5 ce. M/300 homogentisic acid ethylester solution. 
oe ; @ control experiment 


3.0 ec. M/10 phosphate buffer 
2.0 ec. distilled water 


+0.5 ce. M/300 homogentisic acid ethylester solution. 


Temp. =30°C. 


Oxygen uptake in cmm. 


We therefore examined whether toluhydroquinone undergoes 
oxidation by tyrosinase. Homogentisic acid was also tested. The 
latter was employed in the form of ethylester and was kindly 
furnished us by Prof. Kageura of the Nagasaki Medical College. 
Since toluhydroquinone is exceedingly unstable and undergoes 
spontaneous oxidation on shaking in the side chamber, its solution 
was covered with 0.1 ce. of liquid paraffine. In this way the initial 
pressure equilibrium in the manometer vessel was attained. The 
results obtained are represented in Figs. 9 and 10. 


Figs. 9 and 10 indicate that toluhydroquinone and homogentisie - 


acid are not oxidized by tyrosinase. Neither did the addition of 
aniline in the case of toluhydroquinone cause any change in the 
oxygen uptake of the system. From these results it appears that 
the oxidation of p-cresol by tyrosinase does not proceed in the same 
manner as in the case of tyrosin in the animal body. 
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SuMMarY. 


The effect of the addition of aniline on the tyrosinase system 
was examined from the standpoint of the rate and extent of oxygen 
uptake, using p-cresol, catechol and homocatechol as substrates. 

1. In the case of p-cresol the addition of aniline brings about 
‘a marked shift of optimum pH to the acid side. Without aniline, 
three atoms of oxygen per molecule of the substrate are taken up 
at pH 7-9, while two atoms are required at pH 4-5. The optimum 
pH is shifted just to the latter pH upon the addition of aniline. 
In this case the oxygen uptake is inereased and corresponds to 
three atoms. Conversely at pH 7—9 the oxygen uptake is depressed 
by aniline owing to the shift of optimum pH. A maximum yield 
of dianilinohomoquinoneanil was obtained at the acid pH range, 
where the oxygen uptake also shows its maximum value provided 
aniline is present. 

2. In the case of catechol, aniline causes no shift of optimum 
pH. Without aniline two atoms of oxygen are used up at pH 7. 
In the presence of aniline one atom more of oxygen is absorbed at 
pH range 4.5 to 7.0 and no difference in the yields of dianilino- 
benzoquinone was observed at this range. ; 

3. In the case of homocatechol alone, two atoms of oxygen 
are consumed at pH 7.0 and only one atom at pH 4-5. If aniline 
is added the optimum pH is shifted to pH 5 and at this pH the 
oxygen uptake is increased to two atoms, while at pH 7.0 it is 
depressed owing to the shift of optimum pH. 

4. From the facts so far mentioned in 1-3, it follows that in 
the case of p-cresol and homoeatechol there exist many similarities 
as to the influence exercised by aniline on the oxygen uptake of 
the tyrosinase system, while catechol behaves in a quite different 
manner. 

5. Toluhydroquinone and homogentisic acid undergo no 
oxidation by the tyrosinase action. It appears therefore that the 
oxidation of phenols by tyrosinase does not take place in the same 
way as that of tyrosin in the animal tissues. 
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In conclusion the author wishes to express ler sincere thanks 
to Prof. Dr. T. Uchino for his guidance throughout this research. 


We wish to take this opportunity to express our gratitude to 
the Hattori Hokokai Foundation for defraying the expense of this 
investigation. T. Uchino. 
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UBER DIE GALLE DES ,,BARI“ UND »FUGU“- 
FISCHES UND EINE VERBESSERTE 
DARSTELLUNGSMETHODIK DER TETRAOXY- 
NORSTEROCHOLANSAURE AUS 
»GIGI-FISCHGALLE. 


Von 


HIDEO ISAKA v. MASAYOSI AZATO. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut zw Okayama. 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(EHingegangen am 29. Juli 1940) 


Neuerdings hat K. Ohta (1939) aus der “Gigi”-Fisehgalle eime 
kohlenstoffreichere Gallensaure von der Formel Coz7H4yg0g, vom 
Schmelzpunkt 214°C isohert und als Tetraoxy-norsterocholansiure 
bezeichnet. 

Vor kurzem haben H.Wielandu. W.Sei bert(1939) bemerkt, 
dass die eine 3 OH Gruppe tragende Cholsaure viel leichter in 
verdiinnter Salzsdure léslich ist als die eine 2 OH Gruppe tragende 
Desoxycholsiure. Die Tetraoxy-norsterocholanséure muss dann in 
verdiinnter Salzsiiure noch leichter léslich sein als die Cholsiure. 

In der Tat konnte die Tetraoxy-norsterocholanséiure aus der 
Losung unter Ansaéuerung mit. verdiinnter Salzsiure mit Ather 
leicht extrahiert werden. 

Weiter ist noch zu bemerken, dass diese Saure durch Zusatz 
konzentrierter Kalilaugelosung als schwerlosliches Kaliumsalz aus- 
geschieden wird, da ihr Kaliumsalz im Wasser schwerloslich ist, 
wodurch ihre verbesserte Darstellungsmethodik bearbeitet wurde. 
Diese Tetraoxy-norsterocholansiure konnte also als Kaliumsalz von 
beigemischter Cholsiure ohne besondere Schwierigkeiten leicht 
abgetrennt und zwar in einer Ausbeute von 8,2¢ aus 600 ccm 
“Gigi’-Fischgalle im Winter gewonnen werden. Diese Saure 
kommt auch in der Galle des “Bari?- und “Igel”-Fisches vor. 
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1. Eine verbesserte Darstellungsmethodik der Tetraoxy- 
norsterocholansdure aus “Gigv”’-Fischgalle. 


Ca. 600 cem Wintergalle von sechstausend “Gigi’-Fischen 
wurden mit Petrolither mehrmals geschiittelt, auf dem Wasserbade 
vollstiindig getrocknet, der Riickstand wieder in Wasser gelost und 
unter Ansiuerung mit verdiinnter Salzsiure mehrmals mit Ather 
geschiittelt. Der Atherauszug wurde abgedunstet, die dabei ab- 
geschiedene gallertige Masse in einer geringen Menge von absolutem 
Alkohol gelost und unter Zusatz von viel Ather im Zimmer stehen 
gelassen, wobei sich Nadelkrystalle abschieden. Diese Behandlung 
wurde einige Male wiederholt. Nadeln vom Schmelzpunkt 216— 
217°C. Ausbeute 0,2 g. 

Liebermannsche Reaktion: braunlichrot. Sie zeigen eine 
positive Hammarstensche Reaktion und bei Myliusscher Reak- 
tion verfarben sie sich rubin- oder kirschrot. 

4,170 mg Subst.: 10,610 mg COs, 3,715 mg H:20. 


CxHicOc Ber. C 69,47 H 9,94 
Gef. » 69,38 Rie 


Die mit Ather behandelte saure Lésung wurde mit Kalilauge 
versetzt, bis die Lésung ca. 40% davon enthielt, wobei sich eine 
gelatindse Masse abschied. Diese Masse wurde abgesaugt, einmal 
mit 40% iger Kalilauge und einige Male mit Wasser gewaschen. 

Diese gelatindse Masse wurde in einer 10%igen Kalilauge 
gelost, die Losung im Autoklav bei einer Temperatur von 130°C 


8 Stunden lang erhitzt, das Hydrolysat unter Ansauerung mit. 


verdiinnter Salzsiure mit Kochsalz gesattigt und 2 Tage lang 
stehen gelassen. Die dabei gallertig abgeschiedenen Substanzen 
wurden abgesaugt, gut getrocknet, in einer kleinen Menge von 
absolutem Alkohol gelést, mit viel Ather versetzt und stehen 
gelassen, wobei sich aus der Atherlésung Nadelkrystalle abschieden. 

Die Krystalle wurden aus Alkohol-Ather solange umkrystal- 
lisiert, bis der Krystall bei Myliusscher Probe eine rubinrote 
Farbe zeigen konnte. Nadeln vom Schmelzpunkt 216-217°C. 
Ausbeute 6,0 2. 


3,627 mg Subst.: 9,240 mg COs, 3,212 mg H.0. 
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CoHisOc Ber. © 69,47. H 9,94 
Gef. » 69,44 29,92, 

Aus dem Filtrat, von welchem bei 40%igem Gehalt an 
Kalilauge das Kaliumsalz der Siure befreit worden war, wurde 
durch Neutralisation mit verdiinnter Salzsiure und durch nach- 
folgende Sattigung mit Kochsalz wieder eine gelatindse Masse 
gewonnen. 

Diese gelatindse Masse wurde in Wasser suspendiert, unter 
Ansaduerung mit verdiinnter Salzsiure mit Kochsalz gesittigt und 
2 Tage lang stehen gelassen. Die dabei abgeschiedene gelatinése 
Masse wurde wie vorher, aus Alkohol-Ather unkrystallisiert. 
Nadeln vom Schmelzpunkt 216-217°C. Ausbeute 2,0 ¢. 

5,140 mg Subst.: 18,115 mg COs, 4,530 mg H:20. 
C27H sO Ber. + 69,47 ° H 9,94 
Gef. » 69,47 » 9,89. 

Die gesamte Ausbeute bei 3 Versuchen betrug 8,2 ¢. 

Die letzte Fraktion, aus welcher weder bei 40%igem Gehalt an 
Kalhlauge noch bei Neutralisation mit verdiinnter Salzsiure keine 
Fallung mehr entstand, bestand aus anderer Gallenséure. Somit 
hat diese Fraktion bei der Hydrolyse 1,2 ¢ Cholsaure geliefert. 


2. Tetraoxy-norsterocholansdure aus “Barv’- und 
“BPugu’-Fischgalle. 


Fiir die Darstellung der Cholsaure oder Chenodesoxycholsaure 
aus Fischgallen wurde gewohnlich eine soleche Methode angewandt, 
bei der die Galle sofort mit Alkalien verseift und durch Ansauerung 
des Hydrolysates mit verdiinnter Salzsiure ausgefallt wurde. 

Es hat sich aber herausgestellt, dass die Tetraoxy-norstero- 
cholansdure in verdiinnter Salzsiure relativ leicht loslich ist und 
dass sie durch Zusatz einer konzentrierten Kalilauge fast vollstandig 
als ein in Wasser schwerlosliches Kaliumsalz ausgefallt werden 
konnte, wahrend dagegen die betreffende Siure bei Ansauerung 
des Hydrolysates nicht ausgefallt werden konnte, da sie wegen 
ihrer leichten Loslichkeit in verdiinnter Salzséure meistens ins 
Filtrat iibergehen diirfte. 

Rubinrote Verfarbung der betreffenden Saiuren bei Mylius- 


244 Isaka u. Azato: 


scher Probe gestattet die Séure leicht nachzuweisen. Unter Benut- 

zung ihrer charakteristischen Higenschaft ist es mir gelungen, die 
Saure von anderen Gallensiuren leicht zu trennen, was sonst sehr 
schwer ist. 

Die Tetraoxy-norsterocholansdéure macht den Hauptbestandteil 
der “Gigi’”-Fischgallensiure aus, wahrend sie bei anderen Fischar- 
ten in einer geringeren Menge in der Galle vorhanden ist. 

Bei “Bari”- und “Fugu’-Fischgalle verhalt sich die Menge der 
Tetraoxy-norsterocholansdure zu der der anderen Gallensauren 
ganz umgekehrt, wie in Tabelle I gezeigt wird. 


TABELLE I. 
Sp _, |letraoxy-norstero-| Chenodesoxy- | , x 
Fischarten G ae aot S cholansaéure cholsaure hee 
‘ (g) (g) 
Gigi 600 8,2 — 1,2 
Bari 6000 3,0 15) 15,3 
Fugu 16000 2,0 a 83,0 


Der “Bari’-Fisch gehort zu einer Gruppe von Siganus 
fuscescens Hauttyn, lebt in der Inlandsee und in seiner Galle 
wurden bereits von Fukui (1937) Cholséiure und Chenodesoxy- 
cholséure gefunden. 

In der “Fugu’-Fischgalle (Tetrodon Porphyleus Sieb) wurde 
bereits von M. Teraoka (1928) Cholsiure gefunden. Ausserdem 
habe ich in Zusammenarbeit mit M. Azato auch eine geringe 
Menge von Tetraoxy-norsterocholansdiure gefunden. 


EXPERIMENTELLER TEIU. 


1. Tetraoxy-norsterocholansiure, Chenodesoxycholsiure 
und Cholsdure aus “Barv’-Fischgalle. 

Die Gallenblase des “Bari’-Fisches ist kirschgross und enthalt 
ea. 4-5 ecm einer dunkelblau gefarbten Galle, 6 Liter “Bari”-Fisch- 
galle wurden durch Alkohol von Mucin befreit und mit Petrolather 
geschiittelt, bis das Losungsmittel sich nicht mehr verfarbte, und 
auf dem Wasserbade vollstandig abgedampft, eetrocknet, der 
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Ruckstand durch Erwirmen in Wasser geliést und unter An- 
sduerung mit verdiinnter Salzsiure mit Ather geschiittelt, bis sich 
die Atherlésung nicht mehr verfarbte. 

Aus dieser Atherlésung konnte keine krystallinische Masse 
erhalten werden. Die mit Ather behandelte saure Losune wurde 
-mit Soda neutralisiert und mit Kalilauge versetzt, bis die Losung 
40% davon enthalten konnte. . 

Diese alkalische Loésung wurde mehrere Stunden auf dem 
Wasserbad erwirmt, die dabei abgeschiedene gelatinése Masse ab- 
gesaugt und gut gewaschen. Diese Masse wurde in Wasser 
suspensiert, mit Kalilauge versetzt, bis die Liésung 10% davon 
enthielt, und im Autoklav bei 140°C 8 Stunden lang erhitzt. 

Das Hydrolysat wurde mit verdiinnter Salzsiure angesduert, 
mit Kochsalz gesattigt und einen Tag stehen gelassen. Die dabei 
abgeschiedene Masse wurde abgesauet, mit Wasser gut g@ewaschen 
und getrocknet. * Diese Masse wurde aus Alkohol-Ather mehrmals 
umkrystallisiert, wobei Nadelkrystalle gewonnen wurden. 

Dieser Krystall zeigt eine positive Myliussche Reaktion, was 
darauf hinweist, dass dem Krystall Cholsiure beigemengt ist. Aus 
der von diesem Krystall befreiten Mutterlauge wurde beim Hinen- 
gen wieder eine gellatindse Masse erhalten, die auch bei der 
Myliusschen Reaktion eine blaue Farbe zeigte. Diese Masse 
wurde auch aus absolutem Alkohol-Ather mehrmals umkrystal- 
lisiert. 

Diese gereinigte Saure hat bei der Myliusschen Probe keine 
blaue Farbe mehr sondern eine rubinrote Farbe und sehmilzt bei 
217°C. Ausbeute 3g. 

Diese Siure zeigte eine positive Hammarstensche Reaktion 
und bei Liebermannscher Reaktion eine braunlichrote Farbe. 

Keine Mischschmelzpunktdepression mit .reiner aus “Gigi’- 
Fischgalle isolierter Tetraoxy-norsterocholansaure. 


4,572 mg Subst.: 11,637 mg COs, 3,995 mg HO. 
Cx7HisOc Ber. OC 69,47 H 9,94 
Gef. » 69,40 » 9,79. 


Chenodesoxycholsaure ; 
Das letzte Filtrat, aus welchem sich durch Zusatz von Kalilauge 
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keine gelatindse Masse mehr abschied, wurde mit Kalilauge versetzt, 
bis die Lésung 10% davon enthielt, und im Autoklav bei 140°C 
8 Stunden lang erhitzt. 

Die durch Ansiuerung des Hydrolysates entstandene Masse 
wurde in Ammoniak gelést, mit 5%igem Bariumehlorid versetzt 
und auf dem Wasserbad gekocht, wobei ein krystallinisches Barium- 
salz auftrat. Diese Masse wurde aus 60%igem Alkohol mehrmals 
umkrystallisiert. Ausbeute 1,5 g. 

Die von Barium befreite freie Saure schmilzt bei 110-112°C, 
zeigt keine Hammarstensche und Myliussche Reaktion. Bei 
Liebermannscher Reaktion farbt sich die Saéure anfangs violett- 
rot, dann tiefbraunlichrot. 

Die mit Chromséure oxydierte Dehydrosaure schmolz bei 
152°C; der Athylester, der in Alkohol unter Zusatz von kon- 
zentrierter Schwefelsdure hergestellt wurde, schmolz bei 133°C. 

4,294 mg Subst.: 11,765 mg COs, 3,672 mg H:0. 
CxoHaoOc: Ber. C 74,95 H 9,68 
Gef. » 74,71 as OP Oe 

Cholsdure: 

Die Fraktion, die beim Zusatz von Bariumehlorid keinen 
Niederschlag mehr bildete, wurde unter Ansdéuerung mit verdiinnter 
Salzsiure ausgefallt und die Fallung aus Alkohol umkrystallisiert. 

Der Krystall zeigte eine positive Myliussche und 
Hammarstensche Reaktion und schmolz bei 198°C. Bei der 
Mischprobe mit reiner Cholséure zeigte er keine Schmelzpunkt- 
depression. 

4,215 mg Subst.: 10,925 mg COs, 3,773 mg HO. 
C2,Ha0Os Ber. C 70358 Hi 987 
Gef. » 70,69 » 10,00. 


2. Tetraoxy-norsterocholansiure und Cholsdure aus 
“Fugu”-Fischgalle. 


16 Liter Galle vom “Fugu”-Fisch wurden genau wie die Galle 
vom “Bari’-Fisch behandelt. 

Tetraoxy-norsterocholansiure ; 

Die gelatindse Masse, die sich bei Zusatz von Kalilauge aus 
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der Galle abschied, wurde hydrolysiert und aus dem Hydrolysat 
freie Saéure in einer Ausbeute von 2,0¢ erhalten. Nadeln vom 
Schmelzpunkt 216-217°C. 

Sie zeigten eine positive Hammarstensche Reaktion, bei 
Liebermannuscher eine braunlichrote und bei Myliusscher Reak- 
tion eine rubinrote Farbe. 

Bei der Mischprobe mit reiner aus “Gigi’-Fischgalle isolierten 
Tetraoxy-norsterocholansaure zeigte die Saure keine Schmelzpunkt- 
depression. ; 

3,610, 3,465 mg Subst.: 9,175, 8,815 mg COs, 3,110, 3,035 mg H:0. 
Co7H1cO6 
Ber. C 69,47 H 9,94 
Gef. » 69,32, 69,388 » 9,64, 9,80. 

Cholsdure ; 

Das letzte Filtrat, aus welchem sich durch Zusatz von Kalilauge 
keine gelatindse Masse mehr abschied, wurde hydrolysiert. Die 
durch Ansauren des Hydrolysates ausgefallte Saure wurde in 
Ammoniak gelost, aus der Losung entstand aber durch Zusatz von 
Bariumehlorid kein Niedersehlag. 

Somit wurde die Losung mit verdiinnter Salzsaure gefallt und 
die Fallung aus Alkohol umkrystallisiert. 

Der Krystall schmolz bei 198°C und zeigte eine positive 
Myliussche und Hammarstensche Reaktion. Bei der Misch- 
probe mit reiner Cholsdure zeigte sich keine Schmelzpunktdepres- 
sion. 
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I. The action of intestinal erepsin on aniline peptides. 
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INTRODUCTION. 


Balls and Kohler (1931) examined the action of erepsin on 
a series of peptides composed of glycine and aniline derivatives 
and found that of the three isomers of aminobenzoie acid peptides, 
glyeyl-m- and -p-aminobenzoie acid peptides are readily hydrolyzed 
by erepsin, while the ortho-body can not be attacked at all. 

Grassmann, Klenk and Peter-Mayer (1935) .have found, 
studying the action of yeast dipeptidase on these aniline peptides, 
that they are all capable of being hydrolyzed by the enzyme, the 
ortho-compound being split to a less extent than the other two. 
Their ‘experiments were, however, carried out at pH 7.8 alone. 

Since glycyl-aniline is able to give rise to a series of deriva- 
tives with different groups in the aromatic nucleus, the aniline 
peptides seem to be convenient substrates for studying the 
mechanism of enzymic action. 

In the present experiment we examined the action of intestinal 
erepsin on the three isomers of aminobenzoie acid peptides by 
changing the pH of reaction mixtures. The comparison was thus 
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made of the optimum ‘pH for the action of erepsin, and at the 
same time the hydrolysis rates of the peptides were examined. 


MATERIALS AND METHODS. 


Glycyl-o-, -m- and -p-aminobenzoie acids were all prepared as 
described by Oda (1936). , 

Erepsin was obtained from a pig’s intestinal mucous membrane © 
by extraction with 5 times its weight of 87 per cent glycerin, 
After diluting with an equal bulk of water the solution was centri- 
fuged and the supernatant liquid filtered. This enzyme solution 
hydrolyzed glycyl-glycine to the extent of about 80 per cent within 
three hours at pH 7.4. As the preparations obtained by further 
purification according to Waldschmidt-Leitz (1926) scarcely 
hydrolyzed glycyl-glycine as well as aniline peptides, the crude 
glycerin extract obtained above was employed throughout this 
work, control experiments being therefore made. with special 
precautions. 

Experimental procedure: A sample of 0.5 mill mol substrate 
was weighed in a 25.0 ce. volumetric flask and dissolved in a little 
water with the addition of 1.0-3.5¢ec. 1N NaOH solution. 2.5 ee. 
1M KH2PO, solution were then added to the solution and the re- 
quired pH thus attained. 6.25 cc. erepsin were then introdueed 
into the mixture and the volume was made up to 25.0 ce. with 
water. From this solution a 5.0 ee. sample was immediately with- 
drawn for zero titration and the flask was placed in a thermostat 
at 37°C. After 1-2 hours, the flask was transferred into an in- 
eubator at 37°C. The titration was carried out with N/20 NaOH 
solution by the formol titration method, using phenolphthalein as 
indicator. Strongly alkaline solutions were titrated back by the 
use of N/20 HCl solution. After 3, 8, and 24 hours (in the case 
of o-derivative, after 8, 24, and 48 hours) three further samples 
were pipetted out and titrated. The solution remaining in the 
flask was employed for the determination of pH electrometrically. 
Two fold control experiments were always performed, first using 
water in place of erepsin and secondly using water in place of the 
substrate solution. In no former control experiments did ap- 
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preciable increase of acidity occur, indicating that the aniline 
peptides suffer no change at the pH range employed in the present 
investigation, while in the latter case the increase of acidity corre- 
sponding to about 0.1 cece. N/20 NaOH solution was always ob- 
servable, this value being substracted from that of the main experi- 
ment. 


EXPERIMENTAL REsuurts. 


The results of the experiments are shown in Table I-III and 
Figs. 1-4. Fig. 4 represents the comparative hydrolysis rates of 
m-, o- and p-compounds at pH 7.40, 7.79 and 7.50 respectively. 


TABLE I. 
Action of intestinal erepsin on glycyl-m-aminobenzoic acid. 


Increase in acidity after 3, 8, and 24 hours. 


Temp. =37°C. 
3 hours 8 hours 24 hours 
fe sis 2 sis “ sis 
ec. N/20 ec. N/20 ‘ ec. N/20 eee 
: per cent : per cent : per cen 
ag % poe % cig: % 
5.75 a — I 0.67 33.5 0.75 37.5 
6.12 — ie ees 42.5 0.96 48.0 
6.43 0.88 44.0 0.97 48.5 1.18 59.0 
6.76 0.96 48.0 1.01 50.5 1,23 61.5 
7.03 0.93 46.5 0.98 49.0 1.34 67.0 
7.40 0.84 42.0 1.00. 50.0 1.40 70.0 
T2093 “ 0.96 48.0 1.03 Ouse 1.38 69.0 
7.85 0.54 SPARS) 0.84 42.0 1-238 64.0 
8.06 0.21 10.5 0.39 19.5 1.14 57.0 
8.14 0.24 2.0 0.41 20.5 \ 0.54 27.0 
8.60 0.04 2.0 0.09 4.5 0.20 10.0 
9,22 0.0 0.0 0.02 1.0 0.06 3.0 


u 
From Table I and Fig. 1 it is clear that glyeyl-m-aminobenzoice 
- acid can be hydrolyzed by erepsin to a considerable extent, the 
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TABLE II. 
Action of intestinal erepsin on glycyl-o-aminobenzoic acid. 
Increase in acidity after 8, 24, and 48 hours. 
Menipa-3 (ae 
8 hours 24 hours 48 hours 
Increase in Away. | Luerease in 4..>)_ | Luerease In : 
DH acidity | PVat0ly | seiaity | AYGOW |” acidity | eo” 
ee. N/20 i ec. N/20 ee ee. N/20 
NiOH per fie NaOH per Baa NaOH per ae 
ee. 4 ee. y cer 
5.86 008 4.0 0.18 9.0 0.19 9.5 
6.70 0.11 5.5 0.32 16.0 0.49 24.5, 
7.4L 0.22 11.0 0.49 245 0.72 36.0 
1,53 0.29 14.5 0.55 27.5 0.83 41.5 
7.61 0.31 15.5 0.62 31.0 0.89 44.5 
7.79 0.32 16.0 0.65 3) 0.88 440 
8.01 0.23 11.5 0.55 27.5 0.75 37.5 
8.28 0.21 10.5 0.47 23.5 0.73 36.5 
8.77 0.04 2.0 0.06 3.0 0.08 4.0 
9.85 0.0 0.0 0.04 2.0 0.06 3.0 
TABLE IIT. 
Action of intestinal erepsin on glycyl-p-aminobenzoie acid. 
Increase in acidity after 3, 8, and 24 hours. 
Temp. = 37°C. 
3 hours 8 hours 24 hours 
22 — 
Pelas6 |28\e2/ 898 | a8/e| 48 | as] e 
pH “= 38 Gi Ae hie alas Daas ee | oo 2° a me | 
me | $843 |e8)/5) 243 |\'98 || sl4as) sa) 3 
Ba | poo oh SU com) soy el gaia) ene Sell cele) (T= 
Ae | sel | Bea eee | me Ber Seen | Rae 
Ae Me) | fas ma) | &es a) at 
5.84} Orsi! 20,5) Lae 0.75 387.5 | + 0.79 39.5 | + 
6.49) + 0.60 300} + 0.85 42.5 | + 0.91 45.5 | + 
Feabayt. ae 0.62 Su O SI ae 0.88 44.0) + 1.00 50.0 | + 
(PRA ies 0.75 30.0 all, ate 1.02 510) + 1.05 52.5 | + 
82 = 0.76 38.0 | ~ 1.02 51.0 | + 1.13 56.5 | + 
(30) 9S 0.79 39.5 4) SE 1.01 50.5 | + 1.20 60.0 | + 
7.56| .— 0.75 37.5 ce 1.02 UN Ut gr etal 8 56.0 | + 
GOS yess 0.60 30.0 | + 0.69 84.5 | + 0.80 40.0 |.+ 
8.26] — 0.44 22.0 | = 0.53 20:00|, 0.68 34.0 | + 
8.69) — 0.05 25) — 0.16 S00 0.49 24.5 | — 
9:86) = 0.0 0.0 | — 0.07 ao) | ae 0.11 5.5 | — 
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Fig. 1. 
Action of intestinal erepsin on glycyl-m-aminobenzoic acid. 
Temp: =37°C, 
2.0) he Seale T | 
° © 24 hours 
te ° © 8 hours 
Fe tio ba 
> sO eh axe o———a 3 hours 
LS) ° 
3 a - ¢ 
Aye, ase 
i 
a 
te 
H . 
Corie 
qo 
HN 
Fig. 2. 
Action of intestinal erepsin on glycyl-o-aminobenzoic acid. 
Temp. =37°C,. 
2.0 le I Sa 
48 hours 
inven 24 hours 
_) 3 8 hours 
fe) 
28 
me 1.0 
Jes 
aA 
2 
® ss 
os 
= 3 
Ane 


6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5 


optimum pH being found at about pH 7.4. Glyecyl-o-aminobenzoie 
acid is also acted upon by erepsin though to a markedly less degree 
than the meta-compound (Table II and Fig. 2). The optimum pH 
ilies at about pH 7.8. As glyeyl-p-aminobenzoiec acid (Table IIT 
and Fig. 3) separates out from the solution at reactions more acidic 
than about pH 7-8, the optimum pH for the hydrolysis of this 
peptide was not accurately determined. It seems to lie at about 
pH 7.5. The dotted parts of the curves in Figs. 3 and 4 represent 
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Fig, 3. 
Action of intestinal erepsin on glycyl-p-aminozenzoic acid. 
Temp. =37°C. 
; | 5 gal heerlen | | 


© 24 hours 


CO} 


o——-0_ 8 hours 


2 3 hours 


4 


1.0 


Increase in acidity 
(ee. N/20 NaOH) 


6.0 6.5 7.0 15 8.0 8.5 9.0 9.5 


Fig. 4. 
Hydrolysis rates of glycyl-o-, -m- and -p-aminobenzoic acids 
by intestinal erepsin. 
Temp. =37°C. 


Increase in acidity 
(ee. N/20 NaOH) 


10 PAI) 30 40 50 


Time in hours. 


—x Glycyl-o-aminobenzoie acid (pH 7.79) 
© Glycyl-m-aminobenzoie acid (pH 7.40) 
O Glycyl-p-aminobenzoie acid (pH 7.50) 


(2) 


the range where distinct turbidity was observed due to separating 
out of the paracompound. From Fig. 4 it is evident that the 
p-aminobenzoie acid peptide is attacked by erepsin to about the 
same extent as the meta-compound. 
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SUMMARY. 


The action of intestinal erepsin on the three isomeric glycyl- 
aminobenzoic acids was examined and it was found that these 
aniline peptides are all capable of being hydrolyzed by erepsin, 
though to a different extent, as m- and p-compounds are more 
readily split than the ortho-body. The optimum pH for the action 
on m-aminobenzoie acid peptide lies at pH 7.4, that for para- 
compound at pH 7.5, and that for the ortho-body at pH 7.8. 


The authors wish to express their sincere thanks to Prof. 
Toyoo Uchino of the Nagasaki Medical College for his kind 
direction throughout this work. 


The expense of this research was defrayed by a grant from 
the Royal Academy Research Fund. 


REFERENCES. 


Balls und Ko6hler (1931): Ber., 64, 34. 

Grassmann, Klenk und Peter-Mayr (1935): Biochem. Ztschr., 280, 
307, 

Oda (1936): Journ. Biochem., 23, 241. 

Waldschmidt-Leitz und Schaffner (1926): Ztschr. f. physiol. 
Chem., 151, 31. 


The Journal of Biochemistry, Vol. 32, No. 2. £ 


UNTERSUCHUNGEN UBER ASCORBINSAURE- 
. OXYDASE. 


IV. Mitteilung: Uber die Kigenschaften der gereinigten 
Ascorbinsaureoxydase. 


VON 


DANJI MATSUKAWA; 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Kitasato-Instituts in Tokyo. 
Direktor: Dr. Akiji Fujita.) 


(Hingegangen am 7. August 1940) 


In der vorangehenden Arbeit (Ebihara 1939) wurden die 
Higenschaften der gereinigten Ascorbinsdiureoxydase hauptsachlich 
jodometrisch untersucht. Da aber die zeitliche Veranderung der 
Ascorbinsaureoxydation manometrisch bequemer und genauer zu 
verfolgen ist, so habe ich die Higenschaften des Ferments mano- 
metrisch erneut und.eingehend untersucht. 


1. Inaktivierung der Oxydase durch Sauerstoff. 


Die gereinigte Oxydase wird durch Schiitteln mit Luft einiger- 
massen, aber mit Sauerstoff deutlich teilweise inaktiviert. Zum 
Belege diene folgender Versuch. 

Die gereinigte Oxydaselésunge” wurde mit Wasser aufs 30 fache 
verdiinnt. Mittels der manometrischen Anordnung nach Warburg 
wurde die Oxydaselésung mit Luft bzw. Sauerstoff verschieden 
lange geschiittelt,, danach kippt man die Ascorbinséiurelosung ein 
und der Sauerstoffverbrauch wurdé zeitlich verfolgt. Wie man 
aus Tabelle I ersieht, ist die Fermentlésung in dem konzentrier- 
terem Zustande verhiltnismiissig bestiindig. Der Sauerstoff- 


1) Im folgenden soll die Verdiinnung auf diese Stammfermentlosung 
bezogen werden. Die Stammlésung selbst ist im bezug auf das Ausgangs- 
material etwa 25 fach verdiinnt. Nebenbei sei hier erwihnt, dass die gereinigte 
Oxydase bei pH 6,0 im Eisschrank relativ bestindig ist, wihrend sie ihre 
Aktivitiit bei pH 5,0 unter Ausflockung bedeutend verliert. 
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verbrauch ist der Konzentration ungefahr proportional, das ist aber 


in verdiinnteren Losungen nicht der Fall. 


Mit Sauerstoff wird 


die Inaktivierung noch deutlicher erkennbar (Vgl. Tabelle II). 


TABELLE I. 


Hauptraum: 1,0 cem m/10 Acetatpuffer (pH 6,0) +1,0 cem Oxydase (1:30). 
Anhangsbirne: -0,2 ccm 0,977%ige Ascorbinsaure in 2%iger HPO: (pH 6,0). 
Einsatz: 0,2 cem 10%ige KOH. 


Temperatur des Thermostats: 38°C, 
Zeitdauer bis zum Sauerstoffverbrauch 
Behandlung Verschwinden des Gnit Blindversuch 
O2-Verbrauchs korrigiert) 
Sofort 50 Minuten 114,2 emm 
Mit Luft) 30 Minuten 50 110,4 
60 Minuten 50 ‘ 108,7 
Sofort 60 A145 
Mit Oz 30 Minuten 70 103,6 
60 Minuten 80 95,9 


TABELLE II. 


Hauptraum: 1,0 ccm m/10 Acetatpuffer (pH 6,0) +1,0 cem Oxydaselésung. 
Anhangsbirne: 0,2 ccm 0,977%ige Ascorbinsaiure in 2%iger HPOs (pH 6 ee 
Hinsatz: 0,2 cem 10%ige KOH 

Temperatur des Thermostats: 38°C. 


O2 Verbrauch in Auf unverdiinnt 
Castaun Verdiinnung der 10 Minuten (mit Femmentl ‘ 
ae Oxydase Blindversuch ne - pate 
korrigiert ) NE ae eee one 
20 73,7 emm 1474 cmm 
Luft 40 33,4 1336 
80 : 6,6 (528) 
20 80,7 1614 
Oz J 40) 24,4 (976) 
( 80 6,9 (552) 


2. Kinetik der Ascorbinsiureoxydation. 


Die manometrische Untersuchung der Kinetik der Ascorbin- 
saureoxydation ergab, dass die Reaktion vielmehr monomolekular 


_—_ 


Oe 
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TABELLE III. 


a: Zugesetzte Ascorbinsiuremenge in cmm Or, 
a: Oxydierte Ascorbinsduremenge in cmm Os. 


Zugesetzte t Fe oko a 1 i 
A rbin- Z Tih cone eee We pe at 
aed Ge (Minuten) | (emm 02) | (emm 0.) | * =¢eq- (a—a) k=; loge 
10 41,4 147,9 14,8-10-5 10,8-10-8 
2,931 | 20 74,0 115,3 16,9 10,75 
(a=189,3) 30 103,0 86,3 21,0 11,4 
40 128,4 60,9 27,8 12,3 


Abb. 1. 
Hauptraum: 1,0 cem m/10 Acetatpuffer (pH 6,0) +1,0 cem Oxydase (1:30). 
Anhangsbirne: 0,1, 0,2 bzw. 0,3 cem 0,977%ige Ascorbinsiure in 2%iger HPOs 
(pH 6,0). 
Einsatz: 0,2 ccm 10%ige KOH 
Temperatur des Thermostats: 38°C. 
Gasraum: Luft (statt Oz) 


200 


180 
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| 
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° 
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verliuft im Gegensatz zum vorigen jodometrischen Versuch. (Vegl. 
Abb. 1 und Tabelle IIT). 

Dabei verbrauchen jede 2 Mole Ascorbinsaéure ung’efaihr ein 
Mol Sauerstoff, wie man schon im vorigen Versuch gefunden hat 
(Tabelle IV). Der Mechanismus der Fermentreaktion soll hier 
vorlaufig dahingestellt bleiben. 


TABELLE IV. 


Zugesetzte Ascorbinsiure Verbrauchter Sauerstoff x 
in mg in mM (a) in mg in mM (b) b 
2,931 16,6-10- 189,3 8,45-10-3 AE OT 
1,954 HEL 117,9 5,26 2514 
0,977 5,55 56,6 ees 2,20 

Abb. 2. 


ra 


Hauptraum: 1,0cem n/10 Essigsiure in n/10 HPOs+a@ccm 1n NaOH (auf 
verschiedenes Pu gestellt) +1-xcem Wasser+1,0 com Oxydase 
(20) 

Anhangsbirne: 0,2 ccm 0,977%ige Ascorbinsaiure in 2%ige HPO; (mit NaOH 

auf verschiedenes PH gestellt) 

Einsatz: 0,2 cem 10%ige KOH 

Gasraum: Oz 

Temperatur des Thermostats: 38°C. 
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3. Einfluss von pH. 


Als Puffer nahm ich ein Gemisch von Acetat und Metaphos- 
phat. Der gepriifte Pu- Bereich liegt zwischen 4 u. 9. Der Sauer- 
stoffverbrauch in 10 Minuten nach Hinkippen der Ascorbinsiure 
wird graphisch in Abb. 2 gezeigt.. Da die Ascorbinsiure im alkali- 
scheren Bereich ohne Fermentzugabe spontan bedeutende Menge 
Sauerstoff verbraucht, wurden die gefundenen Werte mit denen 
der Blindversuche korrigiert. 

Das Wirkungsoptimum der Oxydase liegt also wie im vorigen 
Versuch bei ungefahr Pu 6. 


4. Spezifitat der Fermentreaktion. 

Als Substrate versuchte ich ausser /-Ascorbinsaéure, d-Arabo- 
ascorbinsaure, Glukoredukton, Cystein und Glutathion. Spontane 
Oxydation war bei Glukoredukton sehr erheblich wie aus Tabelle V 
hervorgeht, wahrend die Oxydation von Cystein und Glutathion 
sehr unbedeutend war im Gegensatz zu anderen Substraten. 


TABELLE V. 
Hauptraum: 14,0 ecm m/10 Acetatpuffer (PH 6,0) +1,0 cem Oxydase (1:30) 
Anhangsbirne: 0,2 cem 0,057 mol. Substrat in 2%iger HPO: (PH 6,0) 
Einsatz: 0,2 cem 10%ige KOH 
Gasraum: Oz 
Temperatur des Thermostats: 38°C. 


Sauerstoffverbrauch in 10 Minuten in emm 
Substrat 
Hauptversuch Blindversuch Korrigiert 
(-Ascorbinsaure 66,8 66,8 
d-Araboascorbinsaure Saif 0,6 Donk 
Glukoredukton 66,0 17,2 48,8 
Cystein 5,9 2,0 3,0 
Glutathion , 0 0 0 


. 5. Hemmung durch Komplexbildner mit 
Schwermetallen. 
Ich untersuchte den Einfluss der verschiedenen Komplex- 
bildner mit Schwermetallen. Beim Zusatz von Ferrocyankalium, 
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1-Amino-8-naphthol-4-sulfosiure und 2-Aminophenol-4-sulfosaure 
fand ich keine Hemmung, sondern vielmehr Férderung der Oxyda- 
tion, méglicherweise infolge der beigemischten Schwermetallspuren. 


(Tabelle VI). 


TABELLE VI. 


Hauptraum: 1,0 ccm m/10 Acetatpuffer (PH 6,0) + 1,0 ccm Hemmungsstoff 
(Pu ea. 6)+1,0 cem Oxydase (1: 30) 

Anhangsbirne: 0,2 cem 0,977%ige Ascorbinsiure in 2%iger HPO; (PH 6,0) 

Hinsatz: 0,2 cem 10% KOH 

Gasraum: Oz 

Temperatur des Thermostats: 38°C 

Kontrolle: Ohne Hemmungsstoff. O2-Verbrauch in 10 Minuten: 59,7 cem. 


2 ati,.x | Sauerstoffverbrauch a 
Hemmungsstoffe epee ey in 10 Minuten ate 
(emm ) g 
KCN 1 2,3 96 
NaS il 3,4 94 
Diadthyldithiocarbamin- 
saures Natrium 0,37 0 100 
NaN; 10 20,4 66 
Ferrocyankali 10 87,5 [—47] 
8-Oxychinolin 1 0,5 99 
1-amino-8-naphthol- S 
4-sulfosiure 051 84,5 [—42] 
2-Aminophenol- Ve 
4-sulfosiiure ap 90,2 [—51] 


* Endkonzentration nach Mischung mit Puffer und Oxydase. 


Da der Oo-Verbrauch innerhalb der anfanglichen 10 Minuten 
ungefahr linear verlauft, wurden in Tabelle VI die Ergebnisse 
von 10 Minuten angefiihrt. 


6. Hemmung durch CO. 

Ich fand zwar die Hemmung der Ascorbinséureoxydation 
durch CO aber viel unbedeutender als beim vorigen Versuch. 
Einen Einfluss der Bestrahlunge konnte ich auch nicht finden 
(Tabelle VII). Der Sauerstoffverbrauch in den anfanglichen 5 
Minuten nach jedem Wecehsel der Bestrahlung wurde in den 
Werten von Tabelle VII nicht mitberechnet. 
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TABELLE VII. 
Hauptraum: 1,0 cem m/10 Acetatpuffer (Px 6,0) +1,0 eem Oxydase (1:20) 
Anhangsbirne: 0,2 cem 0,977%ige Ascorbinsiiure in 2%iger HPO: (Pu 6,0) 
EKinsatz: 0,2 cem 10%ige KOH 
Gasraum: 95% CO bzw. 95% Ne in Oz 
Temperatur des Thermostats: 38°C. 


Sauerstoffverbrauch in 20 Minuten (cmm) 


95% CO+5% Oz 95% N2+5% Oz 
Dunkel 41,9 42,7 : 
Hell 38,0 38,9 


Dunkel 22,2 : 10,0 


7. Kupfergehalt in Ferment. 
Der Kupfergehalt der gereinigten Oxydasestaminlosung wurde 
hauptsachlich wegen der Empfindljchkeit manometrisch nach 
Warburg (1927) in der modifizierten Anordnung von’ mir 
(Matsukawa 1940) bestimmt. 


Es ergab sich: 


Nach Trocknen bei 100° : 0,0194 7 Cu pro cem Oxydasestammlésung 
Nach Trocknen mit KH2PO, bei 100°C: 0,0243. ” ” 
Nach Veraschung: 0,062 ” 


1,0 cem der Oxydaseloésung (1:20) verbraucht nach Zusatz der 
Ascorbinséure in der beschriebenen Anordnung (im/20 <Acetat- 
puffer, Pu 6,0, Luft, 38°C) in 30 Minuten 120emm Oz.” 

Also ly Cu oxydiert Ascorbinsaure in 30 Minuten unter Ver- 
brauch des Oy von 


pee a8 700 emm. : 
0,062 
Mit anderen Worten oxydiert ly Cu in 30 Minuten 
38700 


~ -176-2=—608 me Ascorbinsaure 
22400 


Da der Cu-gehalt nach Veraschung etwa 3 fach hoher gefunden 
wird, so ist das Kupfer der Oxydase hauptsachlich als organisch 


gebunden zu betrachten. 


1) Aus dem Wert von 10 Minuten extrapoliert. 
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ZUSAM MENFASSUNG. 


1. Die gereinigte Oxydase wird durch Schiittelung mit Lurt 
etwas, aber mit Sauerstoff bedeutender inaktiviert. 

2. Die Fermentlésung ist in konzentriertem Zustande ver- 
hiltnismissig bestindig, dagegen in verdiinnter Losung un- 
bestiindig. Bei den konzentrierteren Lésungen ist der Sauerstoft- 
verbrauch der Konzentration proportional. Das ist aber bei den 
verdiinnteren Losung nicht mehr der Fall. 

3. Ascorbinsdureoxydation verlauft nach dem manometrischen 
Versuch monomolekular. Aber ich fand, dass je 2 Mole Ascorbin- 
sdure ungefahr ein Mol Sauerstoff verbrauchen. 

4. Wirkungsoptimum der Oxydase liegt bei etwa PH 6. 

5. Die gereinigte Oxydase oxydiert d-Araboascorbinsaure und 
‘Glukoredukton ziemlich leicht, wahrend Cystein und Glutathion 
dadurch kaum oxydiert werden. 

6. Die Ascorbinséureoxydation durch Oxydase wird durch 
viele Komplexbildner mit Cu gehemmt, aber es wurde auch in 
einigen Fallen Forderung der Oxydation beobachtet, moglicher- 
weise infolge der Beimengung der Schwermetallspuren. 

7. Die Wirkung der Oxydase wird durch CO gehemmt, aber 
sehr geringftigig. Ein Einfluss der Bestrahlung auf die CO- 
Hemmung wurde nicht beobachtet. 

8. Die gereinigte Oxydasestammlésung enthalt pro eem etwa 
0,062» Cu und zwar, hauptsachlch in organisch ¢ebundener Form. 
ly Kupfer der Oxydase verbraucht unter der Versuchsbedingung 
in 30 Minuten 38,7 cem Sauerstoff, entsprechend der Oxydation 
von 608 mg Ascorbinsiure. 

Diese Arbeit wurde auf Veranlassung und unter Leitung von 


Herrn Dr. A. Fujita ausgefiihrt, dem ich an dieser Stelle bestens 
«danke. 
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UNTERSUCHUNGEN UBER ASCORBINSAURE- 
OXYDASE. 


V. Mitteilung: Uber die Oxydation der Ascorbinsdure 
durch Kupferprotein. 


Von 


: DANJI MATSUKAWA. 


{Aus dem Biochemischen Laboratorium des Kitasato-Instituts in Tokyo. 
Divektor: Dr. Akiji Fujita.) 


(Hingegangen am 7. August 1940) 


Stotz, Harrer und King (1937) sind der Meinung, dass die 
,Ascorbinsiureoxydase“ kein eingentliches, Ferment sondern ein 
unspezifisches Protein gebunden mit Kupfer sei. Alle charac- 
teristischen EKigenschaften der Ascorbinsaéureoxydase sollen nach 
ihnen mit Kupferprotein nachgeahmt werden. Ks soll die Aufgabe 
dieser Arbeit sein, die Kigenschaften des Kupferproteins eingehend 
zu studieren und mit denen der Ascorbinséureoxydase zu ver- 
eleichen. 


1. Darstellung des krystallisierten Albumins. 


Ich stellte das krystallisierte Albumin aus Hiklar hauptsachlich 
nach Hopkins und Pinkus (1898) etwa folgendermassen dar. 


Zu 200cem frisehem Hiklar portionsweises Zusetzen und Mischen von 
200 cem gesittigter Ammonsulfatlésung > Uber Nacht stehen lassen (Globulin- 
fillung) — Zum klaren leicht gelben Filtrat portionsweises Zusetzen von 
gesittigter Ammonsulfatlosung bis zur Entstehung unloslicher Tritbung ~ 
Tropfenweises Zusetzen von Wasser bis zur volligen Lésung der Tribung ~ 
Tropfenweises Zusetzen von 10%iger Hssigsiure bis zur leichten Triibung (mit 
Lackmus Umschlag ins Rote) — Die weisse Triibung nimmt schnell zu— Uber 
Nacht stehen lassen > Mit der Nutsche absaugen— Die Krystalle werden 
in etwa 10cem Wasser geldst (Abzentrifugieren von etwa vorhandenem 
unlislichem Teil) — Tropfenweises Zusetzen von gesittigter Ammonsulfat- 
lésung bis zur leichten Triibung (ungefihr gleiches Volumen) — Zusatz und 
Mischen von 2 Tropfen 10%iger Essigsiiure > Uber Nacht stehen lassen —~ 
Reichliche Krystallausscheidung — 2 maliges Wiederholen der Umkrystallisa- 
tion — Auflésen in Wasser > Zusatz von Toluol— In Zellophanschlauch 2 
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Tage lange Dialyse gegen Leitungswasser > 3 Tage lange Dialyse im LEis- 
schrank gegen destilliertes Wasser (innerhalb 2 Tage Nessler-Reaktion 
negativ) — Beseitigen des unléslichen Teils dureh Zentrifugieren — Auf- 
bewahren im Hisschrank unter Toluol— Konzentration ist etwa 6,3%. PH 
etwa 5,3. Keine Flockung findet mehr statt. 


2. Hinfluss der Albuminkonzentration. 

Ascorbinsaureoxydation durch Kupferkatalyse wird mit 
Zunahme der Albuminkonzentration kleiner. Die Ergebnisse der 
Oxydation durch 2y Cu mit verschiedener Albuminkonzehtrationen 
sind ersichtlich aus Tabelle I und II sowie Abb. 1 und 2. Dieselben 
durch ly Cu werden in Tabelle III und Abb. 3 angefthrt. Aus 
Tabelle II geht es hervor, dass 1 Mol. Sauerstoff nach Zusatz von 
1 Mol Ascorbinsaure verbraucht wird, im Gegensatz zu 2 Mole 
Ascorbinsiure, wie ich bei der Oxydation durch Oxydase gefunden 
habe (Vgl. Matsukawa 1940). Pro y Cu des Kupferproteins 
verbraucht in 10 Minuten etwa 30 bis 40 cmm Sauerstoff. 
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TABELLE I. 


Hauptraum: 1,0 ccm Albuminlésung verschiedener Konzentration mit 2 -y Cu 
als CuSO.+1,0 cem m/10 Acetatpuffer (Px 6,0) 

Anhangsbirne: 0,2 ccm 0,96%ige Ascorbinsiiure in 2%iger HPO; (Px 6,0) 

Hinsatz: 0,2 cem 10%ige KOH 

Gasraum: Oz i 

_ Temperatur des Thermostats: 38°C 

Kontrolle: Albuminlésung ohne Kupfer 


Konzentration® Oz-Verbrauch” 
des Albumins (%) in 10 Minuten (emm) emm O2/y Cu 
1,0 45,2 22,6 
0,5 46,7 23,4 
0,125 59,5 29,8 
0 64,8 | 32,4 


1) Endkonzentration im Hauptraum vor Einkippen. 
2) Mit Kontrollversuch korrigiert. 


TABELLE IT. 


Zugesetzte Ascorbinsiure Vollstandiger O-Verbrauch 


a 
in mg in mM (a) in emm in mM (bd) b 
1,92 10,9-10-3 Py ea 9,4-10-3 1,16 


TABELLE IIT. 
Hauptraum: 1,0cem Albuminloésung verschiedener Konzentration mit 1yCu 
als CuSO:+1,0-cem m/10 Acetatpuffer (Px 6,0) 
Anhangsbirne: 0,2 cem 0,98%ige Ascorbinsiiure in 2%iger HPO; (PH 6,0) 
Sonst ebenso wie bei Tabelle I. 


Rails Aan) % 2) 
ee ee ERLE %) in a hire, emm O2/y Cu 
1,0 28,8 28,8 
0,5 34,7 34,7 
0,25 38,8 38,8 
0,125 40,0 40,0 
0 99,4) 7; 39,4 


1) Endkonzentration im Hauptraum vor Einkippen. 
2) Mit Kontrollversuch korrigiert. 
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3. Einfluss der Kupferkonzentration. 


Bei der bestimmten Albuminkonzentration ist der Sauerstoff- 
verbrauch desto grésser, Je mehr Kupfer vorhanden ist. Hin 
Beispiel wird in Tabelle IV und Abb. 4 angefiihrt. 

\ 
TABELLE LV. 


Hauptraum: 1,0cem 0,5%ige Albuminlésung (PH 6,0) mit verschiedener 
Menge Cu+1,0 ccm m/10 Acetatpuffer (Px 6,0) y 

Anhangsbirne: 0,2 ccm 0,995%ige Ascorbinsiure in 2%iger HPO; (PH 6,0) 

Hinsatz: 0,2 cem 10%ige KOH ; 

Temperatur des Thermostats: 38°C 

Gasraum: Oz 

Kontrollversuch: 0,5%ige Albuminlésung ohne Kupfer 


ge ee Menge is eee beak se emm O:/y Cu 
2 65.8 32,9 
1 38,0 38,0 
0,5 19,0 38,0 
0,25 6,9 ais 
0 em ae 


1) Mit Kontrollversuch korrigiert. 


Abb. 4. 
comm. 
70 Tay 
4 60 1 
= 50} a 
2 
40 
S 
coe 
ZG) 2 
g 
7 10 1 
3S |’ 
| Lah sae 
. (ONS I} aon 


Ai 


Bie 


Untersuchungen iiber Ascorbinsiureoxydase.—V. 269 


4. Kinfluss des Erwarmens. 


Je eine Kupferalbuminlésung (0,5%iges Albumin mit ly Cu, 
Pu 6,0) wurde ins Wasserbad von 60 bis 80°C 10 Minuten lang 
gelegt. Dann kithlt man mit Wasser schnell ab. Dazu gibt man 
gleiches Volumen 1/10 mol. Acetatpuffer (Pu 6,0) zu. Die iiber 
-75°C erwarmten Losungen wurden denaturiert und nach Zusatz 
des Puffers zeigte es sich opalescent. Die bei 70°C erwirmte 
Lésung war spurweise opalescent. Wie aus Tabelle V ersichtlich, 
findet die Ascorbinsiureoxydation nach 10 Minuten langem Er- 
warmen tber 70°C kaum mehr statt. In diesem Punkt verhalt 
sich das Kupferalbumin ebenso wie Ascorbinsdiureoxydase. 


TABELLE YV. 


Hauptraum: 1,0 cem behandlte 0,5%ige Albuminlésung (Pu 6,0) mit 1 y Cu 
+1,0 cem m/10 Acetatpuffer (PH 6,0) 

Anhangsbirne: 0,2 cem 0,995%ige Ascorbinsiure in 2%iger HPO; (PuH 6,0) 

Einsatz: 0,2 eem 10%ige KOH 

Temperatur des Thermostats: 38°C 

Gasraum: Os 

Kontrollversuch: Dieselbe Loésung ohne Erwirmen. 


10. Minuten Erwarmen Oo-Verbrauch in 10 Minuten (emm) 
im Wasserbad von 

80°C 3,0 
75 1,2 

70 0 
65 29,0 
‘ 60 31,6 
Kontrolle 31,5 


5. Hinfluss von PH. 


Als Puffer diente ein Gemisch von Acetat und Metaphosphat. 
Die Lésung wurde mit NaOH auf ein bestimmtes Px eingestellt. 
Die Kupferalbuminlosung wurde in sauerem Bereich (kleiner als 
Pu 4) getriibt und war bei Pu 5,0 spurweise opalescent. Im- 
alkalischeren Bereich (grésser als Pu 8,0) war der Sauerstoff- 
verbrauch des Kontrollversuches ohne Kupferzusatz sehr bedeutend, 
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folglich kénnen die korrigierten Werte in dem alkalischeren Bereich 
nicht sehr genau sein. Da der Sauerstoffverbrauch in den an- 
fanglichen 10 Minuten fast lineal verliuft (Vel. Abb. 5), wurde 
in Tabelle VI und Abb. 6 der Sauerstoffverbrauch in 10 Minuten 
,angefitihrt. Daraus ist ersichtlich, dass das optimale Pu der 
_Ascorbinséureoxydation durch Kupferalbumin bei etwa Pu 5 hegt. 


6. Spegifitat. 


Die Spezifitit der Oxydation verschiedener Substrate durch’ 
Kupferalbumin sowie Kupfer allein wurde mit d-Araboascorbin- 
sdure, Glukoredukton, Cystein und Glutathion gepriift. Wie aus 
den Ergebnissen (Tabelle VII) hervorgeht, wird die Spezifitat der 
Kupferkatalyse von Gegenwart des Albumins kaum_ beeinflusst. 
Die Autoxydation ohne Kupferzusatz war bei Glukoredukton sehr 
erheblich, wahrend sie bei anderen Substraten unbedeutend war. 
Der mit Kontrollversuch korrigierte Sauerstoffverbrauch war bei 
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TABELLE VI. 

Hauptraum: 1,0 cem 0,5%ige Albuminlosung mit 1 y Cu+1,0 cem n/10 Hssig- 
sdure in n/10 HPOs+acem n/10 bzw. 1n NaOH bis zum 
bestimmten PH+1—2eccem Wasser 

Anhangsbirne: 0,2 ccm 1%ige Ascorbinsiure in 2%iger HPO; (auf bestimmten 

PH eingestellt) ; 
_ Einsatz: 0,2cem 10%ige KOH 

Gasraum: Os 

Temperatur des Thermostats: 38°C 

Kontrolle: Ohne Cu-Zusatz 


’ Oe-Verbrauch in 10 Minuten («¢mm) 
be Hauptversuch Kontrolle Korrigiert 

2 (Ue ilar 0,6 
3 0,5 PHA! 259 
4 2,2 =i 1* ae 
5 23,8 t — 0,5* 24,3 
5,5 21,3 0,6 20,7 
6 17,1 —0,5* 17,6 
7 24,0 6,9 17,1 
8 48,7 23,6 psa 
9 71,0 42,3 q 28,7 


*  Gaszunahme, 


TABELLE VII. 


Hauptraum: 1,0 cem 0,5%ige Albuminlésung (PH 6,0) mit 1 y Cu bzw. 1,0 eem 
Kupferlosung+1,0 cem m/10 Acetatpuffer (PH 6,0) 

Anbangsbirne: 0,2¢cm 0,057 mol. Substrat in 2%iger HPO: (PH 6,0) 

Hinsatz: 0,2 cem 10%ige KOH 

Gasraum: Oz 

Temperatur des Thermostats: 38°C 

Kontrollversuch: 0,5%ige Albuminlésung bzw. Wasser ohne Kupferzusatz 


Oz-Verbrauch in 10 Minuten in emm 


Substrat Bei 0,5% Albumin +17 Cu 1y Cu allein 
Haupt- ; © - || Haupt- : pf 
cenien Kontrolle|Korrigiert Bacenck Kontrolle Korrigiert 
1-Ascorbinsiure 40,0 1,2 38,8 39,4 0 39,4 
d-Avaboascorbinsiiure| 38,8 0 38,8 38,3 0,6 aye 
Glukoredukton 72,2 21,6 50,6 64,0 1732 46,8 
Cystein 17,0 0 17,0 22,1 baal 21,0 
Glutathion 5,3 —1,5* 6,8 4,7 —0,6* 5,3 


* Gaszunahme, 
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TABELLE VIII. 
Hauptraum: 1,0 ccm m/10 Acetatpuffer (PH 6,0) +1,0 cem 0,5%ige Albumin- 
losung (PH 6,0) mit 1yCu+1,0 cem Hemmungsstoff in Wasser 
(Px ca. 6,0) 
Anhangsbirne: 0,2 cem 1,000%ige Ascorbinsiure in 2%iger HPO; (Px 6,0) 
Einsatz: 0,2cem 10%ige KOH 
Gasraum: Os 
Temperatur des Thermostats: 38°C 
Kontrolle: Mit Wasser statt Hemmungsstoff ebenfalls behandelt. Sauerstoff- 
verbrauch in 10 Minuten: 25,2 cmm 


H anh oie Konzentration* Os-Verbrauch Hemmung 

Se ee eee aU (mM/1) in 10 Minuten (emm) (%) 
KCN 1 Vial 96 
NaS il 2,2 91 
Diathyldithiocarbamin- 0,37 11 96 
saures Natrium 
NaNs ; 10 34,2 One 
Ferrocyankalium 10 8,7 65 
8-Oxychinolin af 0,5 98 
1-Amino-8-naphthol- 01 28 9 —9** 
4-sulfosaure ; 2 
2-Amunophenol- 10 31,4 —25** 
4-sulfosaure i 
K-athylxanthat 0,1 23) 87 


* Endkonzentration in Hauptraum vor Einkippen. 


** Forderung in %. 

d-Araboascorbinsaéure fast ebenso wie J-Ascorbinsaure. Bei Gluko- 
redukton war der Sauerstoffverbrauch noch grésser als bei I- 
Ascorbinsaure, wahrend er sich bei Cystein bedeutend kleiner und 
bei Glutathion noch kleiner erwies. . 


7. Hemmung durch Komplexbildner mit Schwermetallen. 


Der Einfluss der Komplexbildner mit Schwermetallen wurde 
wie bei Ascorbinsdéureoxydase untersucht. 

Wie aus den Ergebnissen von Tabelle VIII hervorgeht, wurde 
die Oxydation durch KCN, Na,S, diathyldithiokarbaminsaures 
Natrium, 8-Oxychinolin und K-athylxanthat fast vollstindig und 
durch Ferrocyankalium bedeutend gehemmt. Auffallend war die 
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deutlche Férderung durch NaN; und deutliche Hemmung durch 
Ferrocyankalium. Dagegen fand ich beim Versuch mit Ascorbin- 
sdureoxydase deutliche Hemmung durch NaN; und _ deutliche 
Forderung durch Ferrocyankalium (Vel. Matsukawa 1940). 


" 8. Hemmung durch CO. 


Die Oxydation der Ascorbinséure durch Kupferalbumin wird 
durch CO etwas gehemmt aber nicht auffallend. Ein Einfluss 
der Bestrahlung auf CO-Hemmung wurde nicht beobachtet. (Vel. 
Tabelle [X). Das war ebenfalls der Fall bei dem Versuch mit 
Ascorbinsaureoxydase. 


TABELLE IX, 


Hauptraum: 1,0cem 0,5%ige Albuminlésung (PH 6,0) mit 5 yCu+1,0 eem 
m/10 Acetatpuffer (PH 6,0) 

Anhangsbirne: 0,2cem 1%ige Ascorbinsiure in 2%iger HPO; (PH 6,0) 

Einsatz: 0,2 cem 10%ige KOH 

Temperatur des Thermostats: 388°C 


Os-Verbrauch in 20 Minuten* (emm) 


95% CO+5% Ov 95% Net 5% Oz 95% Het+5% Oo 


Dunkel 2258 27,4 28,9 
Hell 19,2 22,0 23,0 
Dunkel 18,5 18,5 19,4 


* Der Sauerstoffverbrauch in den anfinglichen 5 Minuten nach jedem 
Wechsel der Bestrahlung wurde nicht mitberechnet. 


9. Vergleich von Kupferalbumin mit Ascorbin- 
sdureoxydase. 

Wenn man die gefundenen Ergebnisse von Kupferalbumin mit 
denen von Ascorbinsiureoxydase vergleicht, erkennt man in vielen 
Punkten eine Ubereinstimmung, so z.B. Inaktivierung bei 70°C, 
ungefiihre Ubereinstimmung des optimalen Pu, Spezifitat der 
Wirkung, Hemmung durch vielen Komplexbildner mit Schwer- 
metallen, kleine Hemmung durch CO und Unbeeinflussbarkeit der 
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CO-Hemmung durch Bestrahlung. Es stellt also das Kupfer- 
albumin ein schénes Modell der Ascorbinsiureoxydase dar. Man 
kann aber in einigen Punkten auffallende Unterschiede erkennen, 
die in Tabelle X angefiihrt werden. Der auffallendste Unterschied 
liegt darin, dass das Kupfer in Ascorbinsdéureoxydase katalytisch 
rund 300mal so wirksam ist als dasjenige im Kupferalbumin. Das 
molare Verhaltnis von verschwundener Ascorbinsaure zu _ver- | 
brauchtem Sauerstoff ist auch in beiden Fallen ganz verschieden. 
Man kann also das Kupferprotein selbst nicht mit der Ascorbin- 
sdureoxydase identifizieren, wie Stotz, Harrer und King (1937) 
annahmen. Die nichstliegende Annahme ist die, dass das Protein 


der Ascorbinséureoxydase nicht ein unspezifisches beliebiges Protein 
sein kann, sondern ein spezifisches Fermentprotein sein muss in 
Verbindung mit Kupfer wahrscheinlich organisch gebundener 
Form. 


TABELLE X. 


Unterschiede zwischen Kupferprotein und Ascorbinséiureoxydase. 


Kupferalbumin Ascorbinsaureoxydase 
Mole Ascorbinsiure/Mol O2 il P) 
Optimales PH 5 6 
Herktadme dutch NaNs: Forderung Hemmung 
a 14a» |) Rerrocyan- 
Komplexbildner ST eaunee Hemmung Forderung 
: 120 emm 
Oz-Verbruacl 30 ; ‘ 
Maan ere Un (Mit Zunahme des 38700 emm 
Proteins wird kleiner) 
Zustand des Kupfers Locker gebunden Hauptsachlich 
organisch gebunden 


10. Ascorbinsiwreoxydation durch Eisen. 


Um die Ascorbinsiureoxydation durch Kupfer mit denen 
durch Hisen zu vergleichen, habe ich auch mit FeCl, und Pyridin- 
hamochromogen Versuche angestellt. 

Das optimale Pu der Hisenkatalyse erwies sich in beiden Fallen 
8 (Vel. Tabelle XI und XII, Abb. 7 und 8). 
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TABELLE XJ. 


Hauptraum: 1,0 ccm 100 y Fe/eem (als FeCls) +1,0 cem n/10 Essigsiiure in 
n/10 HPOs+2ceem 1n NaOH (auf bestimmten Pr eingestellt) 
+1—a# ccm Wasser 

Anhangsbirne: 0,2c¢cem 1,00%ige Ascorbinsiure in 2%iger HPO; (auf 

bestimmten PH eingestellt) 

Hinsatz: 0,2 cem 10%ige KOH 

Gasraum: Os» 

Temperatur des Thermostats: 38°C 

Kontrolle: Ohne Fe-Zusatz 


O»-Verbrauch in 10 Minuten (e¢mm) 
PH = ; <= a 
Hauptversuch Kontrolle Korrigiert 
3 0,5 _ —2,9% 3,4 
4 0 —3,4* 3,4 
5 7,6 —1,5* 9,1 
6 16,4 0 16,4 
7 47,7 12,7 35,0 
8 83,4 26,8 56,6 
9 75,2 37,4 37,8 
10 114,0 63,5 50,5 
*  Gaszunahme. 
Abb. 7. 


Oxydation durch FeCls. 


‘ 
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TABELLE XIT. 
5,8mg Himinkristall werden in 0,2 ccm Pyridin gelést und mit Wasser auf 
50,0 cem aufgefiillt. (10 y Fe pro ccm). 

Hauptraum: 1,0ccm n/10 Essigsiure in n/10 HPOs:+a”cem 1n NaOH (auf 
bestimmten Pu eingestellt)--l—xzceem Wasser+1c¢cem Himin- 
losung 

Anhangsbirne: 0,2ccm 1,00%ige Ascorbinsiure in 2%iger HPO: (auf 

bestimmtes PH eingestellt) 

Einsatz: 0,2 cem 10%ige KOH 

Gasraum: Os 

Temperatur des Thermostats: “38°C 

Kontrolle: Ohne Hamin 


O2-Verbrauch in 10 Minuten (emm) 
Par 
Hauptversuch Kontrolle Korrigiert 
3 —0,5* 0 —0,5* 
4 Les 0 NEE 
5 eZee 0 12,7 
6 14,2 0,6 13,6 
a 69,7 iy 57,0 
8 99,0 F 26,8 72,2 
9 102,3 42,3 60,0 
10 111,8 63,5 48,3 
*  Gaszunahme 
x ie 


Beim PH 8 bis 5 scheidet das HAmin aus. 


Abb. 8. 
Oxydation durch Pyridinhimochromogen. 
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Die Konzentration des FeCl; wurde jodometrisch folgender- 
massen bestimmt. 


i 
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4,85 g FeCls:6H2O wird in 17 Wasser gelést. 5,0 ccm diser Lésung werden 
mit 1,0cem HCl (1:10) versetzt und mit 1n NaOH neutralisiert (1,47 cem 
war notig). Es entsteht die braune Flockung. Man vertreibt Luft mit COs. 
Durch Zusatz von 5 cem HCl (1:10) wird der Niederschlag gelést und 5g KJ 
wurden zugesetzt und gemischt. Nach Fiillen mit CO. wurde es im Hisschrank 
20 Minuten aufbewahrt. Man fiillt Wasser auf etwa 200 cem. Sogleich titriert 
man mit n/10 Na-thiosulphat. Titrationswert war: 0,950 cem. (Blindversuch 

~ 0,025 ecm). 
Die gefundene Fe-Menge pro ccm Fliissigkeit ist also: 
5,58 (0.950 — 0,025) 
5 


= 1,032mg Fe/ecm 


Als Puffer wurde ein Gemisch von Acetat und Metaphosphat 
benutzt. © 

Vergleicht man die Ascorbinsdureoxydation durch FeCls und 
Pyridinhémochromogen, so ist die letztere etwa 10mal so gross wie 


TABELLH XIII. 

Hauptraum: 1,0 ccm n/10 Essigsiure in n/10 HPOs+acem 1n NaOH (auf 
Pu 6,0 eingestellt) +1—az¢em Wasser+1,0 cem Fe- bzw. Cu- 
Losung 

Anhangsbirne: 0,2 ccm 1,00%ige Ascorbinsiiure in 2%iger HPO; (Px 6,0) 

Einsatz:, 0,2 cem 10%ige KOH 

Gasraum: Oz 

Temperatur des Thermostats: 38°C 

Kontrolle: Ohne Schwermetallzusatz. 


Schwermetallzusatz A . Se Mees emm O2/y Metall 
200 y Fe als FeCls 31,0 0,155 
1007 5 »° » 16,4 0,164 
BO eis ads 10,9 0,218 
10 y Fe als Pyridinhamochromogen 14,2 1,42 
Diverse css ss . 6,7 . 1,34 
ly Cu als CuSO: 19,2 19,2* 


* Wenn man als Puffer Acetat allein benutzt, so wird dieser Wert etwa 
33, wihrend diejenigen von Pyridinhimochromogen etwa gleich bleiben. 
Im Falle von FeCls wird die Lésung bei Pu 6,0 braunlich getriibt und 
erst bei Pu 5 klar. Bei Gegenwart von Metaphosphat neben Acetat 
bleibt die Ferrilosung bei Pu 6,0 klar. 


1) Ohne Metaphosphat entsteht aus Ferrisalz in dem alkalischeren Bereich 
(grésser als PH 6,0) braune Flockung. 
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die vordere, wiithrend die Oxydation dureh Kupfer etwa 13mal so 
gross wie diejenige durch Pyridinhimochromogen ist (Tabelle 
XIII). Eisenkatalyse ist also im Vergleich zu derjenigen vom 
Kupfer bedeutend unwirksamer. Himochromogen-Katalyse ist 
nach den Versuchen von Stotz, Harrer und King (1937) in 
bezug auf die Hemmung der verschiedenen Komplexbildner griind- 
lich verschieden von denen von Kupfer und Ascorbinsaureoxy dase 
und daher kommt sie zum Versténdnis des Wesens der Ascorbin- 
siureoxydasewirkune kaum in Betracht. In der gereinigten 
eingeengten Oxydase waren nach Zusatz von Alkah, Hydrosulfit 
und Pyridin keine Hamochromogenbande nachweisbar. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Die Oxydation der Ascorbinséure dureh Kupferalbumin 
ist umso grésser, je kleiner die Albuminkonzentration ist. Bei 
Abwesenheit des Albumins verbraucht die Ascorbinsaéure bei der 
Oxydation etwa 32¢mm QO». in 10 Minuten pro y Kupfer, dabei 
verbraucht je 1 Mol Ascorbinsaéure etwa 1 Mol Os. 

2. Bei der bestimmten Albuminkonzentration ist der Os- 
Vebrauch desto grésser, je hoher der Kupfergehalt ist. 

3. Die Oxydation findet nach 10 Minuten langem Erwarmen 
iiber 70°C nicht mehr 'statt. 

4. Das optimale Pu der Oxydation ist etwa 5. 

5. d-Araboascorbinsaure wird unter bestimmten Bedingungen 
durch Kupferalbumin fast ebenso gut wie /-Ascorbinsaéure oxydiert. 
Glukoredukton wird noch besser oxydiert. Cystein und Glutathion 
werden sehr wenig oxydiert. 

6. Die Ascorbinséureoxydation durch Kupferalbumin wird 
von einer Reihe von Komplexbildnern mit Kupfer gehemmt. Sehr 
auffallend war die deutliche Férderung der Oxydation durch NaN; 
und deutliche Hemmung dureh Ferrocyankalium. 

7. Die Oxydation wird etwas durch CO gehemmt, aber kein 
Hinfluss der Bestrahlung wurde beobachtet. 

8. Die Ubereinstimmung und Untersehiede zwischen Ascorbin- 
saureoxydation durch Oxydase und Kupferprotein wurden erwihnt. 
Kupferprotein ist als ein Oxydasemodell zu betrachten, es stellt 
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aber keine Oxydase selbst dar. Ascorbinsiureoxydase ist ein 
Ferment bestehend aus spezifisehem Protein in Verbindung mit 
wahrscheinlich organisch gebundenem Kupfer. Der Grund des 
Verneinens der Exsistenz des Ferments »Ascorbinsdureoxydase“ ist 
ungentigend und nicht zwingend. 

9. Die Ascorbinsiureoxydation durch Hisenkatalyse in Form 
“von FeCly; bzw. Pyridinhaémochromogen wurde studiert. Das 
optimale Pu hegt bei 8. Die Katalytische Wirkung ist in Ver- 
gleich zu Kupferkatalyse bedeutend schwiacher. Hamochromogen- 
katalyse ist etwa 13mal und FeCls-Katalyse etwa 130mal so schwach 
als Kupfer-Katalyse. Eisenkatalyse kommt zum Verstiindnis der 
Ascorbinsaureoxydasewirkung kaum in Betracht. 

Diese Arbeit wurde auf Veranlassung und unter Leitung von 
Herrn Dr. Akiji Fujita ausgefiihri, dem ich an dieser Stelle 
bestens danke. 
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UBER DIE GEBUNDENE ASCORBINSAURE IN 
TIERISCHEN GEWEBEN. 


Von 


ISAMU NUMATA. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Kitasato-Instituts 
im Tokyo. Direktor: Dr. Akiji Fujita.) 


(Bingegangen am 9. August 1940) 


Fujita und Ebihara (1939) haben schon mitgeteilt, dass die 
vielfach diskutierte ,,zebundene Form“ der Ascorbinsiure im Sinne 
von McHenry (1935, 1938) sich im pflanzlichen Gewebe nicht 
bestatigen Jasse und dass dies methodischen Fehlern zuzuchreiben 
sei. Neuerdings haben aber Holtz und Walter (1940) bei 
tierischen Geweben und Holtz und Reichel (1940) bei pflanz- 
lichen Geweben die Frage erneut gepriift und kamen zu dem Er- 
gebnisse, dass in vielen Geweben ein erheblicher Anteil der 
Ascorbinsaure in an Hiweiss gebundener Form vorliege, und ,,eine 
Reserve- oder Depotform“ des Vitamins darstelle. Es soll die Auf- 
gabe dieser Arbeit sein, diese Frage an tierischen Geweben zu 
priifen, ob die ,,gebundene Form“ der Ascorbinsaéure durch 
Hydrolyse tatsiichlich nachzuweisen sei. 


Mernopik. 


Holtz ist der Meinung, dass die Methylenblau-methode von 
Martini und Bonsignore die spezifischeste sei. Ich bin dagegen 
der Meinung, dass die genannte Methode aus den von Fujita und 
Ebihara (19387, 1) schon hervorgehobenen Griinden nicht zuver- 
lassig genug sei und dass die kolorimetrische Methode von Fujita 
und Ebihara (1937, 2)” bei weitem zuverlassiger”?? und_ spezi- 
fischer (Fujita u. Sakamoto, 1938) sei. 


1) Achtung! Druckfehlerberichtigung: Bioch, Z., 291, 433, 1937. 

2) Bei Methylenblau- und Indophenolmethode ist der Titrationswert von 
der Titrationsgeschwindigkeit abhingig, wihrend die kolorimetrische Methode 
immer bestiindige und vollkommen reproduzierbare Werte gibt. 
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Holtz und Reichel (1940) haben beschrieben : 

Die Bestimmung der Ascorbinsdéure erfolgte sowohl in der 
Arbeit von McHenry als in derjenigen von Fujita durch Titra- 
tion mit Dichlorphenolindophenol. Da die WSpezifitat dieser 
Methode sehr gering ist—werden doch u.a. die in manchen pflanz- 
lichen Geweben sicher vorhandenen Sulfhydrylkorper miterfasst—, 
sind die aus den Titrationswerten abgeleiteten Schlussfolgerungen 
schon deshalb nicht bindend.“ 

In Wirklichheit benutzten Fujita und Ebihara dagegen 
hauptsachlich die kolorimetrische Methode und in einigen Fallen 
dieselbe durch die Indophenolmethode erganzt. Die kolorimetri- 
sche Methode ist fiir Sulfhydrylkorper vollkommen negativ 
(Fujita u. Ebihara (1937, 2) 8. 189, Tab. IV) und die Indo- 
phenolmethode nach der Vorschrift der genannten Autoren von 
Glutathion und Cystein kaum beeinflusst (Fujita u. Ebihara 
(1937, 1) S. 174, Tab. I.) Ferner, Cystein ist in den tierischen 
Geweben praktisch kaum nachweisbar (Fujita u. Numata(1938), 
S. 272, Tab. X.) Leider hat Holtz die genannten Artikel nicht 
richtig bertcksichtigt. 

Nebenbei sei hier erwahnt, dass Fujita und Ebihara die 
Metaphorsaure als Enteiweissungsmittel nicht deshalb verwandt 
haben, weil sie eine Sonderstellung eimnehme und. deshalb zu 
-hoheren Ascorbinsaurewerten im Filtrat fiihre als diejenige mit 
Trichloressigsaure oder Sulfosalicylsiure, sondern deshalb, weil 
die Ascorbinséure bekanntlich in Metaphosphorsdure bei weitem 
stabiler als in Trichloressigsdure (Fujita u. lwatake, 1935) oder 
Sulfosalicylsdure selbst nach Zusate von Glutathion ist (Fujita 
y.H bihara (1937, Ly S175, Taps dl) 


Bestimmung der freien Ascorbinsiure. 

2 g@ Gewebe werden mit Glassand unter portionsweisem Zusatz 
von 4%iger Metaphosphorsdure im Morser zerrieben. Dazu gibt 
man 3cem Wasser, riihrt gut und zentrifugiert. 3cecm der klaren 
tiberstehenden Lésung werden mit 1leem 2%iger Metaphosphor- 
siure (bzw. mit einer bestimmten Menge Ascorbinséure) versetzt 
und vorschriftsmassig photometriert. 
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Bestimmung der gebundenen Ascorbinsiure im Eiweissniederschlag. 
Der auszentrifugierte Eiweissniederschlag wird mit 20 cem 
2%iger  Metaphosphorsiiure durch Zentrifugieren  griindlich 
zweimal gewaschen. Der Niederschlag wird mit 4cem n/2 HCl 
und einigen Tropfechen Oktylalkohol versetzt und 10 Minuten lang 
in COy-Atmosphiare’’ im siedenden Wasserbad hydrolysiert. Unter 
Durchleiten von CO, wird die Fliissigkeit mit Wasser abgekiihlt 
und mit 2% iger Metaphosphorsaure auf 10 cem aufgefiillt, gemischt 
und zentrifugiert. Zu 3c¢cem der iiberstehenden Fliissigkeit wird 
1 cem 2% ige Metaphosphorsaure (bzw. mit einer bestimmten Menge 
Ascorbinséure) gegeben und vorsehriftsmassig photometriert. 


Bestimmung der freien und gebundenen. Ascorbinsiure im Gewebe. 

2g Gewebe werden mit der Schere zerkleinert und\mit 4 ccm 
n/2 HCl 10 Minuten lang bei 100°C in COs-Atmosphire hydroly- 
siert, abgekiihlt, im Morser zerrieben, mit 2%iger Metaphosphor- 
siure auf 10,0cem aufgefillt und zentrifugiert. Zu 3 ccm der 
liberstehenden Fliissigkeit wird 1eem 2%ige Metaphosphorsaure 
gegeben und vorschriftsmassig photometriert. Es stellt eigentlich 
die Gesamtascorbinsiure namlich die Summe von freier und 
gebundener Form dar. 


Ein Versuchsbeispiel. 

Dureh den Zusatzversuch beim Photometrieren kann man die- 
etwa vorhandene teilweise Hemmung! der Farbenreaktion korrig- 
ieren. Der Zusatz von Salzsiure zum Zwecke der Hydrolyse ergab 
keinen Einfluss auf die gefundenen £-Werte, d.h. man _ erhielt 
dieselbe H-Werte wie bei 2%iger Metaphosphorsaurelosung. 


Gewebeart: Rinderleber. 
Verdiinnung des Filtrates: 5. 


z 3 
Verdiinnung der zu untersuchenden Loésung: 5x oy 


_1) Durch Zuleiten in gegliihtem Kupfer wurde das COz-gas vom Sauer- 
stoffrest befreit und abgekithlt. 

1) Solche teilweise Hemmung wurde beim Versuch mit griinem Tee- 
(Fujita u. Numata 1940) sowie mit Harn (Numata 1940) manchmal 


beobachtet. 
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Konzentration der zugesetzten Ascorbinsaurelésung: 4,23 mg%. 
Gefundene H-Werte (S72; 5mm): 
Mit Ascorbinséurezusatz: 0,570 
Ohne i : 0,450 
Differenz : 0,120 
Ascorbinsaure allein”)? : 0,130 
Also von der zugesetzten Ascorbinsaure wiedergefunden : 
0.120 
0.130 
Ascorbinsauregehalt in Gewebe ist also: - 
e100 


8,13 - 0,45 » > + G5 =26,5 mg % 


- 100=92% 


ERGEBNISSE. 


Tabelle I enthalt die Ergebnisse der Messung. Wie daraus 
ersichtlich, wurde aus dem Eiweissniederschlag in keinem Falle 
eine bestimmbare Menge Ascorbinséure durch Hydrolyse freige- 
macht. Die dem Filtrat zugesetzte Ascorbinsdure wurde aber 


TABELLE I. 
Eingeklammerte Zahlen bedeuten: % wiedergefunden von der 
zugesetzten Ascorbinsaure. 


Freie Gebundene eats re 
Gewebert Ascorbinsiure} Ascorbinsiure” x Oe > 
scorbinsaure 
mg Yo mg% 
mg% 
Hiihnerherzmuskel 3,26 (100) 0 (100) 0,54 (100) 
Rinderleber 26,50 (92) 0 (88) 16,30 (100) 
Rinderniere 11,90 (100) 0 (94) 3,18)°€8a) 
Rindermuskel (Schenkel) 1,08 (100) 0 (100) 0 (100) 
Rattenleber 11,20 (78 ) 0 (100) 0 ( 84 ) 
Meerschweinchenherzmuskel 1,08 (100) 0 (100) 0 (95 ) 
Meerschweinchenniere 1,90 (100) 0 (100) 1,18 (82) 


1) Nach der Hydrolyse des Hiweissniederschlages (100°, 10 Minuten, COs). 
2) Nach der Hydrolyse der Gewebstiickchen (100°, 10 Minuten, CO). 


*) Das Gemisch von leem 4,28 mg%ige Ascorbinsaurelésung und 3 cem 
2%ige Metaphosphorsdurelésung wurde bestimmt. 
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trotzdem in den meisten Fallen 100%ig wiedergefunden”. Das 
beweist, dass die negative Reaktion nicht von der etwa vorhandenen 
Hemmung der Farbenreaktion herkommt. Bei den Gewebestiick- 
chen war nach Hydrolyse immer kleinere Menge <Ascorbinsiure 
nachweisbar als beim Filtrat ohne Hydrolyse. Das zeigt, dass die 
_Ascorbinsaure durch Kochen unter COs teilweise zerstért wird. 

Um die Zerst6rung der Ascorbinsiure durch Erwiirmen noch 
genauer zu studieren, habe ich die Anderung der den verschiedenen 
Geweben zugesetzten Ascorbinsaiure nach verschieden langem Er- 
warmen. bei varijierter Temperatur gepriift. Dazu habe ich z. B. 
folgendes ausgefiihrt. 

2@ der zerschnittenen Gewebestiickchen werden mit 1,0 cem 
wasseriger Ascorbinséiureldsung (bzw. Wasser allein), 2,0 cem 
Wasser und 1,0cem 2n HCl versetzt (Die Konzentration der 
zugesetzten Salzsiure entspricht also 0,5n) und gut gemischt. 
Nach verschieden langen Erwarmen im kochenden Wasserbad 
unter CO:-Atmosphare wurde abgekiihlt und zerrieben. Man fiillt 
mit 5%iger Sulfosalicylsaure auf 20,0cem. Nach gutem Durch- 
mischen wurde zentrifugiert. Der iiberstehenden Fliissigkeit gibt 
man das gleiche Volumen 2%ige Metaphosphorsaure (bzw. 
Ascorbinsaurelosung in 2%iger Metaphosphorsaiure) zu. Weiter 
wurde vorschriftsmassig behandelt und photometriert. Der ge- 
fundene Extinktionswert, der der zugesetzten Ascorbinsaure ent- 
spricht, war trotz des Zusatzes der Salzsdure und Sulfosalicylsaure 
genau derselbe wie bei der Ascorbinsiurelésung in 2%iger Meta- 
phosphorsaure. 

Aus den Ergebnissen von Tabelle II geht hervor, dass «die 
zugesetzte Ascorbinsiure je nach der verwandten Salzsdure- 
konzentration und Kochtemperatur in 5 bis 15 Minuten mehr oder 
weniger verloren geht. Der Versuch mit Gewebestiickchen zeigte 
auch diesmals in keinem Falle eine Zunahme des Reduktionsver- 
mégens, sondern stindige Abnahme mit der Zeit. Bei der von 


1) Die kleine Hemmung, die ab und zu beobachtet wurde, wurde bei der 
Berechnung beriicksichtigt. Wenn man aber die wirklich gefundenen Zahlen in 
Betracht zieht, ist diese Abweichung sehr gering und kaum ausserhalb der 
Fehlergrenze der Messung. 
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TABELLE II. 


a § »f g 

BE o Ro E [S872, 5mm] bee ag 

B32 Tem a3 ; te aCe 

: PL 2:38 = = He OSD 

Gewebe Tier 8 & & | peratur ao + pe, me 5 : 

NS E's : Wasata Ohne | Differ- a S32 

Sao) Mw jouse’ | Zusatz| enz | 58 2 

42 a5 
0 0,060 | 0,005 | 0,055 92 
3 0,030 | 0 0,030 50 
Skelett- Rind | 0,5n | 100° | - 5 0,030 | 0 0,030 | 50 
muskel 10 0,015 | 0 0,015 25 
15 0,010 | 0 0,010 17 
0 0,200 | 0,005 | 0,195 | 100 
; ° 5 0,180 | 0 0,180 92 
Herzmuskel|Schwein| 1n 100 Ae 0,140 | 0 0,140 3 
15 0,120 | 0 0,120 62 
0 0,090 | 0,025 | 0,065 100 
: = 7° 5 0,06 0,005 | 0,055 85 
Herzmuskel|Schwein| 9,5n 70 ah ies 0 0055 S 
15 0,045 | 0 0,045 69 
0 0,125 | 0,025 | 0.100 100 
5 0,115 | 0,015 | 0,100 100 
Herzmuskel|}Schwein} 0,5n 50° 10 0,100 | 0,005 | 0,095 95 
1d 0,090 | 0 0,090 90 
30 0,090 | O 0,090 90 
0 0,310 | 0,210 | 0,100 100 
; ° 5 0,310 | 0,210 | 0,100 100 
Leber Rind | 0,1n | 100°) | 19 | 07300 | 0,200 | 0.100 | 100 
15 0,265 | 0,170 | 0,095 95 

0 a, i ORT Oe el Oe A 

: 5 oe EQ Beit et Ss 98 
Leber Rind 0,1 n 70 Ao is 0260 ph 96 
15 = 0240) = 89 
0 IE aes 7{1 6, cae — 100 
5) _ 0,270 _ 100 
Leber Rind 0,1 n 50° 10 — 0,270 100 
. 15 _ 0,260 ~ 96 
30 — 0,250 — 93 


Holtz empfohlenen Kochzeit von 10 Minuten bei 100°C mit 0,5” 
HCl war der Reduktionswert immer wesentlich niedriger als wenn 
man nicht kocht. Es stellt also den vollkommenen Gegensatz zu 
den Versuchen von Holtz und Mitarbeiter dar, bei denen Skelett- 
muskel, Herzmuskel und Leber nach Hydrolyse des Gewebes 
betrachtliche Menge ,,gebundener Ascorbinsiure“ nachweisen 
liessen. Zu ahnhchen Ergebnissen wie denen von mir kamen die 
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Versuche von Wachholder und Okrent (1940) bei Kuhmlich, 
die gefunden haben, dass das Reduktionsvermégen durch Hydrolyse 
mit HCl bei 100°C unter CO. nicht zu- sondern immer standig 
abnahm. Bei der Hydrolyse von Leber und Niere fanden sie auch 
bei weitem nicht die Zunahme des Reduktionsvermégens, wie nach 
den Versuchen von Holtz zu erwarten gewesen ware. Dagegen 
bestatigten sie mit der Methylenblaumethode die Angabe von 
Wachholder, dass bei manchen tierisehen Organen durch Hydro- 
lyse des Hiweissniederschlages eine erhebliche Menge von redu- 
zierenden Substanzen herauszuholen sei. Aber es ist zu bemarken, 
dass das Methylenblau nach Hydrolyse des Eiweissniederschlages 
nach Holtz bei der Titration meistens viel zu ziehend oder manchmal 
derart rapide entfarbt wie es reine Ascorbinséiure nicht vermag. 
Die Tatsache, dass die Methylenblaumethode nach der Hydrolyse 
des Hiweissniederschlages ein mehr oder weniger ausgesprochenes 
Reduktionsvermégen zeigt, wahrend sich bei der kolorimetrischen 
Methode dasselbe in keinem Falle bestiatigen lasst, unter der 
Bedingung, wobei die zugesetzte Ascorbinséure vollkommen wieder- 
gefunden wird, beweist eindeutig, dass die letztere Methode 
spezifischer ist als die erstere. Der Annahme von Holtz, dass 
die Methylenblaumethode die spezifischeste sei, kann man sich ohne 
weitere Begriindung nicht anschliessen. 

Ich bin eigentlich nicht gegen die Annahme, dass die Ascorbin- 
siure im Gewebe wenigstens teilweise in gebundener Form vor- 
kommen kann, aber ich bin der Meinung, dass der gebundene Teil 
der Ascorbinsaure, soweit er tiberhaupt exsistiert, bei der Hin- 
wirkung der enteiweissenden Saiure frei wird und dementsprechend 
im Extrakt miterfasst wird, wie schon von Fujita und Ebihara 
(1939) gediussert und dem Wachholder und Okrent (1940) 
sich angeschlossen haben. Dasselbe ist auch auf die pflanzlichen 
Gewebe zu iibertragen. Da ich das Vorhandensein der gebundenen 
Form der Ascorbinsiéure nicht bestatigen konnte, priifte ich die 
vefundene Form der Dehydroascorbinsdure tiberhaupt nicht mehr. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


Die Annahme von Holtz, dass ein erheblicher Anteil der 
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Ascorbinsaéure in vielen tierischen und pflanzlichen Geweben in 
gebundener Form vorliege und durch Hydrolyse frei werde, konnte 
ich in keinem Falle nachweisen. Der Unterschied ist wahrschein- 
lich auf die unzulangliche Methodik zurtickzufiihren. Die Methyl- 
enblaumethode von Martini und Bonsignose kann nicht als 
sicher und spezifisch genug betrachtet werden. 

Herrn Dr. Fujita bin ich fiir die Veranlassung und die 
freundliche Leitung bei dieser Arbeit zum grossen Dank ver- 
pflichtet. 
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Among the numerous investigations made with the object of 
elucidating the mechanism of glycolysis in malignant tumour 
tissues, those of Tsuzuki (1936) furnished some direct experi- 
mental grounds for the belief that glycolysis in tumour tissues 
follows, at least in part, the same process as that in muscle tissues. 
He carried out experiments with the use of Kato spindle-cell 
sarcoma of rabbits, and found that the reactions involved in 
glycolysis of the Embden-Meyerhof scheme, which deals with 
the production of lactic acid from hexosediphosphoric acid in 
muscle tissues, were blocked in tumour glycolysis in the following 
two phases where coenzymes are required for the reactions: the 
formation of phosphoglyceric acid from triosephosphorie acid, and 
the conversion of phosphopyruvie acid into pyruvie acid. The 
dephosphorylation of phosphopyruvic acid was found, however, 
to take place when aqueous extracts of tumour tissues were supplied 
with adenosinetriphosphorie acid or muscle adenylic acid, the latter 
being the coenzyme of the reaction. 

In the light of Tsuzuki’s research, it may be predicted with 
a fair degree of certainty that aqueous extracts of tumour tissues 
will acquire the ability to oxidize triosephosphorie acid into phos- 
phoglyeeric acid on the addition of cozymase which is the coenzyme 
of the enzyme indispensable to the reaction mentioned above. 
Indeed, Boyland, Boyland and Greville(1937), and Boyland 
and Boyland (1988) stated that extracts of various tumours 
produced lactic acid from glucose, glycogen and hexosephosphoric 
acids in the presence of cozymase and adenosinetriphosphorie acid. 
In view of the importance of the problem the present writer con- 
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sidered it desirable to establish the exact part attributable to the 
action of cozymase in tumour glycolysis by examining if phos- 
phoglyceric acid would be actually formed from triosephosphoric 
acid by tumour extracts on the addition of cozymase, and found 
this to be the case. The tumours used were Kato spindle-cell 
sarcoma of rabbits and Hudinawa rat sarcoma. 

It was further pointed out that the production of hexose- 
diphosphorie acid from glycogen could take place in tumour 
extracts along the same process as that observed in muscle: 
Glycogen 1) Cori-ester H- Robison-ester UI Neuberg-ester IY 
Harden-Young-ester. Hach phase was examined separately and 
it was found that reactions If and III took place actually, and 
that indications were obtained of the possible occurence of reac- 
tions I and IV. Meyerhof’s hexokinase was also found to be 
present in tumour tissues. According to [ri (1939), this enzyme 
is able to convert glucose into glycogen directly or through the 
intermediary stage of Cori-ester. Then, there is a possibility in 
tumour glycolysis that glucose may be, at least partly, synthetized 
into glycogen and that the glycogen thus formed may be sub- 
sequently split into lactie acid. 

Thus we are now in a position to coustruet a definite scheme 
for the glycolysis in tumour tissues. The conclusion arrived at 
was as follows: Contrary to the prevailing assumption that 
aqueous extracts of tumour tissues are incapable of producing lactic 
acid from glucose and glycogen, the extracts secure the ability 
to do so following the principle identical with glycolysis in muscle 
tissues, when cozymase and adenosinetriphosphoric acid or adenylic 
acid were supplied to the reacting systems. It is another problem 
to determine whether this is the principal way of the tumour 
elycolysis or whether there is another specific mechanism by which 
the main tumour glycolysis takes place, the glycolysis of the muscle 
type constituting only a part of the reaction or being an abnormal 
reaction under the experimental conditions. 

Here arises a question why cozymase and adenosinetriphos- 
phorie acid (or muscle adenylie acid) are absent in tumour tissues. 
while the tissues are completely equipped with elycolyzing enzymes. 
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Are the coenzymes destroyed rapidly in the isolated tissues or are 
they originally absent? Boyland (1932), and Euler, Schlenk 
and Forsmann (1938) showed the possible existence of adenosine- 
triphosphorie acid in Jensen rat sarcoma, its quantity correspond- 
ing to about 50% of that in muscle. Boyland and Boyland 
- (1935 i and ii) suggested that adenosinetriphosphorie acid was 
rapidly decomposed in extracts and slices of tumours. However, 
Tsuzuki found that this decomposition of adenosinetriphosphorie 
acid by tumour tissues was mainly brought about by liberation of 
two molecules of phosphoric acid, and that the adenylic acid 
formed suffered subsequent deamination rather slowly. This find- 
ing was confirmed by Wakabayasi (1938) who found that 
adenylic acid was never deaminized or hydrolyzed more rapidly or 
to a higher extent in tumour than in muscle tissues. Euler, 
Malmberg and Giinther (1936-7), Euler and Heiwinkel 
(1937), and Euler, Schlenk, Heiwinkel and Hégberg (1938) 
showed that a greater part of cozymase in tumour tissues was 
found in the reduced form which was inactive as the carrier of 
hydrogen atoms of triosephosphate. Boyland et al. (1937), and 
Euler, Schlenk and Forsmann (l.¢.) demonstrated the rapid 
decrease of cozymase and codehydrase II in tumour tissues. 
According to Bernheim and Felsovanyi (1940) the cozymase 
contents in tumour tissues were far less than in other tissues of 
rats. The present writer found that cozymase lost its activity 
- more rapidly in tumour extracts than in muscle extracts. 

The results obtained in the experiments on the mechanism of 
tumour glycolysis created a new question if the extracts of animal 
tissues other than muscle would also perform glycolysis of the 
muscle type in the presence of sufficient amounts of coenzymes. 

: By reference to the literature concerning the coenzyme problem, 
Barrenscheen and Beneschovsky (1935) found that rabbit 
kidney became capable of producing pyruvic acid from phosphogly- 
ceric acid when the tissue was supplied with adenylie acid. Similar 
results were obtained by Meeraus and Lorber (1937) in the 
ease of extracts of chicken stomachal muscle. Euler and his 
coworkers (1936) observed the activating effect of cozymase, 
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adenylic acid and adenosinetriphosphorie acid on the production 
of lactic acid from glycogen and glucose by extracts of calf liver. 
Ochoa (1937) stated that cozymase accelerated the dismutation 
between hexosediphosphate and pyruvie acid by extracts of the 
acetone-dried heart muscle of calves. Mawson (1937) assumed 
that the rapid destruction of cozymase and adenosinetriphosphorie 
acid might account for the failure of extracts prepared from animal 
tissues to produce lactic acid from glucose. Meyerhof (1938) 
found in the aqueous extracts of rabbit brain that the coupling 
of the phosphorylation of the acceptors (creatine or adenosinedi- 
phosphate) with the oxidoreduction between triosephosphoric acid 
and pyruvie acid took place just in the same way as in the ease 
of muscle extracts. Stillmann and Vos (1939), and Kerly and 
Bourne (1940) observed that the aqueous extracts of ox retina 
produced lactic acid from glucose, hexosediphosphate and glycogen 
when adenosinetriphosphoric acid or adenylic acid was supplied. 
These investigators assumed that glucolysis and glycogenolysis. 
might proceed by a similar route. Geiger (1940) stated that the 
extracts of rat brain were activated to form lactic acid from 
glucose, glycogen and other sugars by the simultaneous addition 
of cozymase, adenosinetriphosphorie acid, reduced glutathione, 
ereatinephosphoric acid, magnesium and hexosediphosphate. How- 
ever, hexosediphosphate, hexosemonophosphates and other inter- 
mediary products of the muscle glycolysis were not affected by the 
activated brain extracts. This latter fact made Geiger hesitate 
to conclude that the glycolysis in brain extracts followed the same 
principle as that in muscle extracts. 

The results of the experiments performed by the present 
writer showed that aqueous extracts of rabbit tissues (brain, 
kidney, liver and uterus) were incapable of producing lactic acid 
from glucose or glycogen even in the presence of sufficient quanti- 
ties of cozymase and adenosinetriphosphorie acid. This fact seems 
to draw a line between tumour tissues and the tissues mentioned 
above, inasmuch as the glycolysis of aqueous extracts under 
common conditions is concerned. 

The present writer found further that the rapid disappearance 
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of glycolyzing activity of extracts prepared from skeletal muscles 
of rats and pigeons was due to the quick destruction of adenosine- 
triphosphorie acid or adenyliec acid. 


EXPERIMENTAL. 


Enzyme preparation. The tissues of Kato spindle-cell 
sarcoma of rabbits, or of Hudinawa sarcoma of rats were care- 
fully freed from necrotic parts, chopped fine with scissors, and 
used as tumour hashes. The aqueous extracts were prepared in 
the following way. One part of the chopped tissues was mixed 
with 1-3 parts of distilled water, left for 10-80 minutes at 0°C, 
and filtered through several layers of gauze. The normal tissues 
of rabbits were also treated in the same way as above. 

Cozymase was prepared from Fleischmann baker’s yeast by 
the Meyerhof-Ohlmeyer method (1987), the sample being 800 
times as pure as the crude one. Hexokinase was isolated from 
autolyzed baker’s yeast by the method of Meyerhof (1927). 

Substrates. Glucose-l-phosphorie acid (Cori-ester) was 
synthetized by the method of Cori et al. (1937). Fructose-6- 
phosphoric acid (Neuberg-ester) was prepared from candiolin 
by the Neuberg method (1918). This sample was contaminated 
with 10.5% Robison-ester. 

Measuring methods. Glycogen by a modified Pfliiger method. 
Glucose by the Hanes method (1929). Inorganie phosphate by 
the Teorell method (1931). Lactic acid by the Friedemann- 
Cotonio-Shaffer method (1927). Phosphoglyceric acid by the 
Rapoport method (1937). 


I. Glycolysis in tumour tissues. 


A. The formation of phosphoglyceric acid from triosephos- 
‘phoric acid in the presence of cozymase. 
Hexosediphosphoric acid was used as the substrate instead of 
triosephosphoric acid. The conversion of triosephosphorie acid 
into phosphoglycerie acid by the tumour extracts was examined 
in the presence of purified cozymase by determining the quantities 
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of phosphoglyceric acid by the colorimetric method of Rapoport. 
This method was hampered by the presence of hexosediphosphoric 
acid and triosephosphoric acid which developed a brown colour 
on the addition of the reagent containing concentrated sulphuric 
acid. The reduction in the accuracy of the method thus introduced 
by sugar phosphates was restored to a certain extent by correcting 
the interfering colour with control experiments in which hexose- 
diphosphorie acid alone was treated with the reagent. Though 
it was impossible to determine phosphoglyceri¢ acid with high preci- 
sion, the Rapoport method was preferable to other available 
methods. The results of the experiments are presented in Table I. 


TABLE I, 


Production of Phosphoglyceric Acid from Hexosediphosphorie Acid 
im the Presence of Cozymase. 


Experiment . I II ICE LV 
Na-hexosediphosphate (mg.) 50 50 50 50 
Purified cozymase (mg.) — 25 — 25 
Gonaipas Tumour extract (cc.) 12 12 12 12 
pH 7 phosphate buffer (cc.) 5 5 5 
0.2 N NaF (ee.) aa == 1.5 1.5 
Aq. dest. (ee.) To 25 | To 25| To 25 | To 25 
: At 0 time 4.85-\) 1346 9) 1.25°| 1.46 
Phospho- 
glyceric After 3 hours 146 | 3.40 | 181] 4.20 
acid (mg.) 
Inerease 0.21 | 1.94 | 0.56 | 2.74 


It will be noticed that the production of phosphoglyceric acid was 
markedly larger in the presence of cozymase than in its absence, 
and that the quantity of the acid inereased on the addition of 
fluoride which inhibits the further change of the acid. 

The accelerating action of cozymase on the formation of phos- 
phoglyceric acid from triosephosphorie acid was further confirmed 
by the experiments in which the oxidoreduction of triosephosphorie 
acid and pyruvie acid into phosphoglyecerie acid and lactie acid 
was examined. Table IT shows that the production of phosphogly- 


Studies on Tumour Glycolysis. 295 


TABLE IT. 
Oxydoreduction between Hexosediphosphoric Acid and Pyruvie Acid 
in the Presence of Cozymase. 


Experiment I 1 Ill IV 
Na-hexosediphosphate (mg.) | 210 | 210 | 210 — 
i Na-pyruvate (mg.) 250 | 250 — 250 
Purified cozymase (mg.) 50 — — = 
Conditions Tumour extract (ce.) il) 15 15 15 
2.6% NaHCOs (ee.) 5 5 5 
N/2 NaF (ee.) * 1 1 1 i! 
Aq. dest. (ec.) To 50} To 50 | To 50} To 50 
At 0 time UES || Se, WEBS || =a 
Phosphoglycerie | After 2 hours 4.44 | 2.36,| 1.53 | 0.56 
acid (mg.) = SES 
. Increase 250 | 064] 0.70 | 0.56 
At 0 time AP aT, OTL 0:3 
\ 
Lactic acid (mg.)| After 2 hours 20h silo. a iallelo gu. (og 
Increase 7.6 3.6 3.6 0.4 


ceric and lactie acid was the same in the presence and the absence 
of pyruvic acid so far as cozymase.was omitted, while the addition 
of cozymase raised the yield of both acids. 

It is evident from the experiments mentioned above that 
tumour extracts acquire the ability to produce phosphoglycerie acid 
from triosephosphoric acid when cozymase is supplied. The con- 
clusion reached is that in the presence of cozymase and adenosine- 
triphosphorie acid tumour tissues ean produce, even in the states 
of extracts, lactic acid from hexosediphosphate just in the same 
fashion as in the case of muscle tissues. 


B. The presence of hexokinase in tumour tissues. 

The presence of hexokinase in tumour tissues was proved in 
the following’ two types of, experiments. 

1. Hexokinase was prepared from tumour tissues according 
to the Meyerhof method (l.c¢.). Sarcoma tissues of rats were 
mixed with a small amount of toluene, ground up with sand, left 
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for 45 minutes at 37°C, mixed with an equal quantity of distilled 
water, and then centrifuged after 2.5 hours’ standing at 37°C. 
The precipitate was treated with toluene water once more. The 
supernatant fluids were combined and used as the hexokinase solu- 
tion. It is shown in Table III that the tumour hexokinase gave 


TABLE ITT. 


Presence of Hexokinase in Tumour Tissue. 


Experiment I II III LIV 
1% Glucose (ce.) 1 i == — 
Muscle extract (ce.) 5 5 5 —- 
Conditions Tumour hexokinase (ee.) = 3 = 
2.5% NaHCOs Cee.) 1 
Aq. dest. (ce.) 3 — 
Incubation 0’ 15.28) 20.11.) 5.27) 481 
Giese ae) 180’ 15.29] 10.00| 5.55] 4.83 
Decrease E07 | MOM O28 ieee 0 
0 T1513 604) V3) 8.45 
Tectioveaducne) 180’ 13.29] 21.24] 13.25] 2.47 
Increase 214 F7263i) asda 


the muscle extract the ability to produce lactic acid from glucose. 
The results of Experiment I, which was performed with the muscle 
extract and glucose but without hexokinase, show that there was 
no increase of lactic acid as compared with the results of Experi- 
ment III in which the muscle extract alone was incubated, and 
that there was also no decrease of glucose. In Experiment II, 
where the muscle extract acted upon glucose in the presence of 
the tumour hexokinase, a marked decrease of glucose was ac- 
companied with the production of lactic acid. This fact indicates 
the presence of hexokinase in tumour tissues. 

2. Iri’s experiments (1.¢.) will be recalled here which point- 
ed out that muscle extracts converted a part of the glucose added 
into glyeogen in the presence of hexokinase. The tumour 
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hexokinase had also a similar ability. When the mixture of the 
muscle extract, tumour hexokinase and glucose was incubated, 
alkali-stable polysaccharide was produced which reduced sugar 
reagents after acid hydrolysis. The yield of this polysaccharide, 
which was most probably glycogen, was at its height after 5 
_minutes’ incubation, and this subsequently reached lower values. 
The results of the experiments are listed in Table LV. 


TABLE LV. 


Conversion of Glucose into Glycogen. 


Experiment a IL 
Glucose (mg. ) 100 — 
Garde Tumour slices (g.) 5 5 
pH 7 phosphate buffer (ce.) 2 2 
Aq. dest. (e¢.) To 20 | To20 
0 min. 112.50 12.50 
Glucose, after eee 110.62 a 
incubation at * 
Sie Comme, ) OME ae 108.75 ” 
40 » 105.50 ” 
0 min. 4.46 1.91 
eeOg en, atte 5 » 5.76 | 0.96 
incubation at , 
37°C. (meg: 10 » 4.78 0.59 
40 » 4.14 0.32 


C. The production of Cori-ester from glycogen. 

Among the links constituting the whole chain of glycolysis, 
the initial reaction which involves the production of Cortester 
from glycogen was the only reaction which the present writer 
failed to demonstrate definitely with the use of tumour extracts. 
The failure of this reaction might be attributable to the long 
dialysis of tumour extracts before they were put to use, so as to 
remoye magnesium completely. However, it was observed that 
the fresh tumour extracts was able, though to rather a slight extent, 
to esterify inorganic. phosphate when it was incubated with 
glycogen in the presence of adenylic acid and magnesium ion. 
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The acid hydrolysis curves showed that the product corresponded 
to hexosemono- and diphosphoric esters (Table V). It is highly 


TABLE V. 


Phosphorylation of Glycogen. 


Experiment I EE 
Glycogen (mg.) 100 = 
Tumour extract (ce¢.) 10 10 
MgCl, g. 10 10 
Conditions fgCls (mg) : : 
Adenylie acid (mg.) . 10 10 
m/25 Phosphate buffer (ec.) 2 2 
Aq. dest. 13 13 
| Incubation 0’ 6.08 5.17 

« > o , 
pea aa? 180’ 6.08 | 5.17 
0’ 3.28 3.23 
eee Ge.) 180’ 218 | 3.20 
> | 0’ 0.53 0.70 

hd * . 

10 min. P*: (mg.) v0) Ae ne 
ae 0’ 0.15 | 0.06 
180 min. P*s (mg.) —{ eh en 
Difficultly hydrolysable 0’ 2.02 Ae 
P (mg.) 180’ 2.71 1.20 


*, Phosphorus hydrolyzed by N HCl after 10 minutes’ heating at 100°C. 
*, Phosphorus hydrolyzed between 10 and 180 minutes. 


plausible from these results that the phosphorolysis of glycogen 
through the stage of Cori-ester can be also carried out by tumour 
extracts. Euler and Bauer (1938) stated that the extract of 
Jensen sarcoma was capable of phosphorylating glycogen in the 
presence of the carbon dioxide precipitate of yeast juice. 


D. The conversion of Cori-ester into Robison-ester. 


When Cori-ester was incubated with tumour extracts in the 
presence of a sufficient quantity of magnesium ion for 60 minutes, 
Cori-ester, which was hydrolyzed completely by heating at 100°C 
for 10 minutes with N hydrochlorie acid solution, decreased, while 


ee 
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the amount of total organic phosphate remained unchanged. The 
data listed in Table VI shows that Cori-ester changed into the 
more difficultly hydrolysable phosphoric esters, a part of which 
was believed to be Robison- or Neuberg-ester. 


TABLE VI. 


j Conversion of Cori-Ester into Robison-Ester. 


Experiment ak Et 

Na glucose-1-phosphate (mg.) 48.52 — 

Tumour extract (ce.) 10 10 

Conditions MgCls (mg.) 10 10 

2.6% NaHCO; (ee.) 3 3 

Aq. dest. (ec.) " 7 
Incubati 0’ 4.25 0.27 

Cori-Hster P*1 (mg.) { here oe : 

60° 2.18 0.28 
More difficultly | 0” ua6 Oise 
hydrolysable P*: (mg.) 60’ 3.68 1.25 


*, Phosphorus which was liberated after 10 minutes’ heating at 100°C 
in N hydrochlorice acid solution. 
*, (Total organie phosphorus)—(10 min. P) 


E. The interconversion between Robison-ester and Neu- 

berg-ester. 

Neuberg-ester was used as the starting material. The con- 
version of the ketose ester into the aldose ester was followed at 
intervals by determining the changes in rotatory powers. The 
Willstatter-Schudel method of aldose determination was also 
employed. The data presented in Table VII show that the con- 
version was carried out by tumour extracts, though its velocity 
was far smaller than in the case of muscle extracts. Just 70% 
of the ketose ester was converted into aldose ester at equilibrium. 
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TABLE) VU 


Interconversion between Neuberg-Hster and Robison-Ester. 


Experiment di II 
Ca fructose-6-phosphate (mg.) 65 65 
re Tumour extract, 5 times diluted (ec.) 4 a 
Conditions : 
Muscle extract, 10 times diluted (ec.) — rf 
Water* To 10 To 10 
Incubation 0’ \ TOs 1055 
5) 21.6 53.8 
10’ 32.3 64.6 
Aldosephosphorice 3 59.2 70.6 
acid produced (%) ay ee : 
30 646 70.0 
45° 70.0 
60’ 70.0 


*, pH of the mixture was adjusted to 7. 


*, Aldosephosphoric acid present in the sample of Neuberg-ester. 
F. The production of hexosediphosphoric acid from Neu- 
berg--ester. 


Though the true feature of the formation of hexosediphos- 
phoric acid is not yet clear, Parnas and Ostern (1936), Ostern 
et al. (1986 1, 11), and Meyerhof et al. (1937) demonstrated the 
possible formation of the ester from hexosemonophosphate in the 
presence of adenosinetriphosphorie¢ acid. The present writer found 
that the 180 minutes-hydrolysable phosphate fraction (the organic 
phosphate fraction which was hydrolysable by heating at 100°C 
for 180 mimutes in 1N hydrochloric acid solution) increased when 
the tumour extract was incubated with Neuberg-ester and 
adenosinetriphosphate for 1 hour, while the increase of the fraction 
was low in two control experiments in which adenosintriphosphoric 
acid alone or Neuberg-ester alone was incubated with the extract 
(Table VIII). These results are indicative of the possible forma- 
tion of Harden-Y oung-ester from the hexosemonophosphate by 
tumour extracts. It will be noticed in Experiment II of the table 
that the amount of the 180 minutes-hydrolysable phosphate at 0 
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TABLE VITI. 
Production of Hexosediphosphorie Acid from Neuberg-Ester. 


Experiment it TT EGE 
Na fructosemonophosphate (mg.) | — | 109.4! 109.4 

Condens Tumour extract (ee.) 20 20 20 
Na adenosinetriphosphate (mg.) | 27.3 — | 27.3 

2.6% NaHCO; Cee.) 25 ORD 25 
Incubation 0’ 3.50 | 2.85) 5.95 
: Increase of P 0.50] 2.12] 6.45 


* Phosphorus which was liberated after 180 minutes’ heating at 100°C in 
N hydrochlorie acid. 


time is unexpectedly small, in spite of the presence of a plenty of 
Neuberg-ester which is hydrolysable by 180 minutes’ heating. 
This may be due to the rapid conversion of a large part of 
Neuberg-ester into Robison-ester which is difficultly hydroly- 
sable. 


IT. Glycolysis in tissues other then skeletal muscle. 


The sliced kidney, brain and uterus tissues of rabbits produced 
lactic acid from glycogen, but to a less extent than from glucose. 
The supply of cozymase and adenosinetriphosphoric acid accelerat- 
ed the formation of lactic acid from both substrates but slightly. 
The aqueous extracts of these tissues lost the ability to disrupt 
these substrates into lactic acid even in the presence of sufficient 
quantities of coenzymes. Slices and extracts of liver were practi- 
cally incapable of glycolysis. Small quantities of lactic acid ‘were 
produced from hexosediphosphate, the presence of coenzymes 
having no influence on the production of the acid. Aell the tissues 
showed a tendency to produce small quantities of phosphoglyceric 
acid from hexosediphosphate. The acceleration of this reaction by 
the addition of eozymase was slight. However, phosphoglycerie 
acid was not decomposed further into lactic acid by these tissues 
in the presence of adenylic acid. It is probable from these find- 
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ings that the production of small amounts of lactic acid from 
hexosediphosphate might be carried out through ‘the side-process 
consisted of the following reactions: hexosediphosphate — triose- 
phosphate — methylglyoxal — lactic acid. The results of the ex- 
periments mentioned above are shown in Table IX. The point 
worthy of attention in these experiments is the ineffectiveness of 
coenzymes to activate the glycolyzing power of aqueous extracts 
of animal tissues, except muscle and tumour. 

It is well-known that muscle tissues of rats and pigeons are 
not adequate for the study of the glycolysis, because of the rapid 
disappearance of the glycolyzing power. In view of the facts 
described above, it would be expected that this might be due to 
the prompt destruction of coenzymes but not to that of enzymes. 
If so, which coenzyme would be destroyed, cozymase or adenosine- 
triphosphorie acid? It is shown in Table X that adenosinetri- 
phosphoric acid activated the production of lactic acid from 
elycogen while cozymase failed. This fact indicates that the 
failure of the glycolysis in these muscle tissues is attributable to 
the rapid decomposition of adenosinetriphosphoric acid. The 
activating effect was a little more marked when both coenzymes 
were added simultaneously. The activation of the production of 
lactic acid from glycogen by adenosinetriphosphoric acid or by 
both coenzymes was achieved more definitely than in the case of 
glucose. 7 


SUMMARY. 


1. It was proved experimentally that the aqueous extracts of 
tumours (ato spindle-cell sarcoma of rabbits and Hudinawa 
sarcoma of rats) acquired the ability of coverting hexosediphos- 
phate into phosphoglyceric acid when adenosinetriphosphorie acid 
was supplied to the enzyme system. This evidence completes the 
whole chain of the reactions, which involves the production of 
lactic acid from hexosediphosphate by tumour extracts, by fulfilling 
the last link which was the only one lacking in Tsuzuki’s studies. 

2. It was also found that glycogen could be converted into 
hexosediphosphate by tumour extracts along the same process as 
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in the case of muscle extracts. The presence of hexokinase was 
pointed out in the tumour tissues. 

3. The facts mentioned above indicate that aqueous extracts 
of tumour tissues can glycolyze following the principle identical 
with muscle extracts when cozymase and adenosinetriphosphoric 
acid are supplied to the enzyme system. 

4. The power of glycolysis in aqueous extracts of rabbit 
tissues other than skeletal muscle were not activated by supplying 
an excess of cozymase and adenosinetriphosphoric acid. 

5. The rapid disappearance of glyeolyzing power in aqueous 
extracts of skeletal muscle of rats and pigeons was found to be 
due to the destruction of adenosinetriphosphate. 


Supplies of Hudinawa rat sarcoma were kindly given by 
Dr. 8. Kisi of The Japanese Foundation for Cancer Research. 
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UBER DIE BAKTERIENARGINASE. 


I. Mitteilung: Verteilung der Bakterienarginase. 


Von 


SHOOICHI TOMOTA. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Fakultiit 
der Kaiserlichen Tohoku-Universitit, Sendai. 
Direktor: Prof. Dr. S. Utzino.) 


(Hingegangen am 9, August 1940) 


Schon frither wurden d,/-Ornithin (Ackermann, 1908), 
Putrescin und #Aminovaleriansiure (Ackermann, 1910) und 
Citrullin (Ackermann, 1931) als bakterielle Abbauprodukte des 
Arginins angegeben. Mit Hilfe der Formoltitrierung hat Hino 
(1924) die Arginasewirkung nur in Bac. pyocyaneus und Bae. 
fluorescenz nachgewiesen, aber nicht in Staphylokokken, Strep- 
tokokken Bac. prodigiosus, Bac. coli ete. In Coli-Bakterien hat 
Sendju (1925) auch die Arginasewirkune vermisst. Akashi 
(1935) aber konnte die Putrescinbildung in mehreren Coli-Stammen 
unter viel untersuchten Coli-Arten auffinden. Hier sei auch 
erwahnt, dass Hirai (1935-6) Putrescin aus der mit Arginin ver- 
setzten Kulturfliissigkeit des aminbildenden Coli-Stamms isolert 
hat, das nur in einigen Fallen unter vielen aus Sauglingsfaces 
isolierten Coli-Stammen getrennt wurde und Tyramin oder His- 
tamin aus entsprechenden Aminosauren bilden konnte. Nach 
Angabe von Horn (1933) wurde Arginin durch Bae. pyocyaneus 
in Citrullin (ca. 5%) iibergefiihrt, wahrend ein Versuch mit Bac. 
coli die Citrullinbildung aus Arginin vermissen liess. 

In der vorliegenden Arbeit hat Verf. unter Leitung von Herrn 
Prof. Utzino die Arginasewirkung in verschiedenen Bakterien 
unter Beriicksichtigung der Manganaktivierung studiert, da in den 
friiheren Versuchen die Aktivierung nie in Riicksicht gezogen 
wurde. Zuerst kamen die mit Aceton-Ather getrockneten Bakterien- 
pulver als Enzymmaterial in Frage. Zur Ermittelung der Arginase- 
aktivitit hat man die Menge des dadurch eebildeten Harnstoffs 
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nach der Ureasemethode bestimmt. 

Unter den hier gepriiften Bakterienarten zeigten Staphy- 
lokokken, Bac. subtilis und Wasservibrio die starkste Arginase- 
wirkung und auch Sarcina. Bei den anderen Bakterienpulvern 
konnte man nur eine minimale Wirkung bestatigen, die aber durch 
Zusatz von Manegansulfat deutlich verstarkt werden konnte. In 
einem Fall von Bae. coli und von Bae. prodigiosus less der Versuch 
die Arginasewirkung vermissen. Fir diese schwachen Bakterien 
wurde das Bakterienautolysat als Enzymlosung gepriuft, nachdem 
man frische Bakterienmasse mit Wasser unter Toluol bei 37°C 48 
Stunden lang autolysiert hatte. In diesen Autolysatenzymen trat 
die Argininhydrolyse noch in deutlicherem Grad besonders nach 
der Manganaktivierung auf, und zwar mehr als in 20-50% der 
totalen Spaltung. Auf Grund dieser Beobachtungen mochte man 
wohl bei den hier gepriiften Bakterienarten eine fast verallge- 
meinerte Verbreitung der Arginasewirkung annehmen, die aber 
einen grossen quantitativen Unterschied unter den Bakterienarten 
zeigte und ebenso auch dureh Mangansulfat aktiviert werden 
konunte, wie Tierarginase. 

Die Aktivierbarkeit scheint umso stirker zu sein, je sechwacher 
die Arginaseaktivitat sich verhalt. Unter den hier untersuchten 
12 Bakterienarten ist die Arginaseaktivitét von Staphylokokken, 
von Bae. subtilis und von Wasservibrio die starkste. Was die Coli- 
Arginase anbetrifft, konnte man sie fast in allen Fallen, wenn auch 
in sehr schwachem Grade, nachweisen, besonders nach der Mangan- 
aktivierung. . 

Dass die Schwankung der Arginaseaktivitat der Bakterien von 
der Stammverschiedenheit herriihren kann, ist wohl auch aus 
anderen Griinden verstandlich und hier seien einige Beobavhtungen 
erwahnt, welche die Beeinflussung der Arginasewirkung eines 
gewissen Stammes auch durch die Kulturdauer und die Enzym- 
bereitung zeigen. 

Die Arginaseaktivitat von Salmonella enteritidis Gartneri hat 
sich schon nach 48stiindiger und die der Coli-Bakterien nach 72- 
stiindiger Kulturdauer deutlich abgeschwacht, wahrend Heubazillen 
nach 72sttindiger Kultur noch eine deutliche Wirkung zeigen 
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konnen, die aber nach 120stiindiger Kulturdauer stark abnimmt. 

Unter drei gepriiften Enzympraparaten, die ungefahr einer 
gleichen Menge Bakterien entsprechen und aus der Suspension der 
frischen lebenden Bakterien, aus dem Autolysat der Bakterienleiber 
oder aus der Suspension der Trockenpulver entstehen, hat man fast 
_ keinen Unterschied in der Arginasewirkung der Coli-Bakterien be- 
obachtet, die 24 Stunden lang kultiviert wurden, wiihrend die, 
Wirkung des Autolysats und des Trockenpriiparats von Coli- 
Bakterien nach 72stiindiger Kultur bedeutend niedriger war als 
die der frischen Bakteriensuspension. 

Das Trockenpriparat von Heubazillen zeigt, unabhiingig von 
der Kulturdauer, eine mehr als, doppelt staérkere Wirkung als das 
Autolysat, obwohl man hier nicht vom genauen Mengenverhialtnis 
sprechen kann, da die feuchte Menge der frisch gesammelten 
Bakterien in Betracht gezogen wurde. 


WXPERIMENTELLER TEIL. 


Enzympriparat: Die von den Plattagarkulturen (1 Tage) (1000 
eem Bouillon, 10g Pepton, 5g NaCl und 20¢ Agar) gesammelten 
Bakterien wurden mit Aceton und Ather getrocknet, pulverisiert 
und im Exsikkator tiber Schwefelsdure aufbewahrt. Beim Gebrauch 
wurde 4% Suspension der gepulverten Bakterien in Glycerin- 
Wasser (1:1) verwendet. 

Versuchsansatz: 3eem Argininechlorhydratlosung, deren Titer 
man empirisch in eem 0,02 n-H2SO4 zur Neutralisation des Harn- 
stoffammoniaks angibt, wurden mit 3 ecem, 1,5cem oder 0,3 ecm 
Bakteriensuspension, welch letztere beiden mit 1,5 cem oder 2,7 cem 
Wasser respektive auf 3 cem ergiainzt wurden, und mit 8 ccm 0,1 Mol- 
Glykokoll-Natronlauge-Puffer von pH 9,2 unter Toluolzusatz bei 
37°C aufbewahrt, nachdem jede Enzymlosung mit 1 cem 3/400 Mol 
Mangansulfatlésung zur Zweck der Aktivierung oder mit 1cem 
Wasser ohne Mangansulfat zur Kontrolle versetzt wurde. Bei den 
Versuchen mit Staphylococcus aureus 3 wurden 0,2, 0,4 und 1,0 
cem Suspension verwendet, die mit Wasser auf 3ccem gebracht 
wurde. Nach 24stiindiger Digestion wurde der gebildete Harn- 
stoff durch Urease nach Umpufferung bei pH 7,2 quantitativ in 
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TABELLE ITI. 
Hinfluss der Kulturdauer auf die Colibakterienarginase. 
Hier wurde ein bestimmter Bakterienstamm unter den gleichen Bedingungen 


nur verschiedene Tage lang kultiviert und die Enzymlésungen damit in folgender 
Weise bereitet. 


Versuch a: Aus Plattagarkulturen (1-5 Tage) gesammelte Bakterien 


~ wurden in 3 Volumteilen Wasser fein suspendiert und diese Suspension lebender 


Bakterien sofort als Enzymldésung verwendet. 

Versuch b: Aus Plattagarkulturen (1-5 Tage) gesammelte Bakterien 
wurden in 3fachem Volumen Wasser suspendiert und unter Toluolzusatz bei 
37°C 2 Tage lang digeriert und dieses Digestat als Enzymlésung verwendet. 

Versuch ec: 5g aus Plattagarkulturen gesammelter Bakterien wurden mit 
Aceton und Ather getrocknet, pulverisiert (ea. 1 g) und in 15 cem Glyeerin- 
Wasser (1:1) suspendiert und diese Bakterienpulversuspension als Enzym- 
losung verwendet. 

Versuchsansate : ,2ecm Argininchlorhydratlosung (Titer =27,45 cem vu,02 
n-H.80O,) + 5cem Enzymlésung + 1 ccm 0,01 Mol MnSO.-Liésung mit 1 eem 
Wasser oder + 2cem Wasser ohne MnSO, -- 10 ccm 0,1 Mol-Glykokoll-Natron- 
lauge-Puffer von pH 9,2 + Toluol; digeriert bei 37°C 24 Stunden lang. Um- 
pufferung und Ureasezerlegung und dann Ammoniakbestimmung nach Folin. 
Zur Kontrolle wurde Enzympufferlosung ohne Substrat angestellt. 


Zunahme des Siureverbrauchs (cem 0,02 n-H2SO:) 


‘ 


Versuch a b @ 
Pere _ Kulturdauer “94 Sta. 72 Sta. 24 Std. | 72 Std. | 24 Std. | 72 Std. 
Natit * See ecm| % |eem| % ee Jo 3 % \ecm| % \eem| % 
Aa Mnso, 17,9} 65,2) 4,1} 14,9) 16,5) 60,1) 1,2) 4,4 | 18,9) 68,9) 1,5) 5,5 
mit MnSO, 18,2] 66,3] 6,8 | 24,8] 20,6) 75,0} 1,8} 6,6 | 21,9] 77,9] 2,1) 7,7 


Ammoniak abgespalten, das nach Folin in die berechnete Menge 
0.02 n-H4SO. abdestilliert wurde. 

Als Kontrollversuch wurde Enzympufferlésung ohne Substrat 
unter den sonst gleichen Bedingungen digeriert und die diesbeztig- 
lichen Bestimmungswerte sind von denjenigen des Hauptversuche 
abgezogen. In der Tabelle ist die Zunahme der zur Neutralisation 
des gebildeten Ammoniaks verbrauchten 0,02 n-H»2SO, in cem und 
im Prozentsatz der gespaltenen Argininmenge ftr Gesamtarginin- 


menge angegeben. 
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TABELLE IV. 


Hinfluss der Kulturdauer auf die Arginaseaktivitaét der Salmonella 


enteritidis Girtneri. 


Versuchsansatz: 3c¢em Argininchlorhydratlésung (Titer =28,5 ecm 0.02 
n-H2SO.) + 5¢em Enzymloésung + 1ecm 0,01 Mol MnS0O,-Lésung mit 1 cem 
Wasser oder + 2 ccm Wasser ohne MnSO, -+ 10 cem 0,1 Mol-Glykokoll-Natron- 
lauge-Puffer von pH 9,2 + Toluol. digeriert bei 37°C 24 Stunden lang. 


Zunahme des Sinreverbrauchs (ecm 0,02 n-H2SOz) 


Versuch 


a 


b : c 


mes ~~ Kulturdauer 


Aktivator 


24 Std. 24 Std. 


72 Std. 24 Std. 


cem |° % ecm. % 


ceem % ecm % 


ohne MnSO: 
mit MnSOx, 


13,8 | 48,4] 88 | 30,9 


0,25 0,9 | 10,4 |. 36,5 
1,3 4,6 | 13,0 | 45,6 


13,9 | 48,8 | 10,3 | 36,1 


TABELLE V. 
Binfluss der Kulturdauer auf die Aktivitit der Heubazillenarginase. 


Versuchsansatz: 3cem ,Argininchlorhydratlosung (Titer = 27,9 cem 0,02 
n-H2SOz) +0,5 com Enzymlésung +1 cem 3/400 Mol MnSO.-Losung mit 0,5 eem 
Wasser oder +1,5 eem Wasser ohne MnSO:+10cem Puffer (pH 9,2) + Toluol. 


Zunahme des Siiureverbrauchs (eem 0,02 n-H2SOz) 


Versuch b C 


‘ein Kulturdauer 24 Std. | 72 Std. |120 Std. | 24 Std. | 72 Std. | 120 Std. 
oe ae eem| Yo |cem}| % |jcem| % |ecm} % |eem| % |eem| % 

ohne MnSOx, 2,1) 7,5) 1,7] 6,1) 1,2) 4,3) 8,6) 308] 6,4] 22,9) 3,0)10,8 

mit MnSO, 12,2) 43,7] 11,7] 41,9] 5,5) 19,7| 24,0] 86,0) 19,2] 68,8) 9,9 |35,5 


Die Konzentration der hier gebrauchten Argininchlorhydrat- 
losung wurde empirisch als Arginintiter in cem 0,02 n-H2SO, 
ausgedriickt, die zur Neutralisation des aus Harnstoff gebildeten 
Ammoniaks verbraucht wurde, nachdem 3 cem Argininchlorhydrat- 
lésung der totalen Spaltung durch geniigend starke Arginase- 
wirkung der Schweineleber unterworfen wurde und zwar entsprieht 
der Titer ungefahr 27,0. 


Enzymautolysat: Die gesammelten Bakterien, die auf Platten- 
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agar (1 Tag) kultiviert wurden, hat man im 3fachen Volumen 
Wasser suspendiert, unter Toluolschicht im Brutschrank 2 Tage 
lang autolysiert und dann abzentrifugiert (a) oder nicht (b). 
Dieses Zentrifugat oder das nicht zentrifugierte Autolysat wurde 
als Enzymlosung bei den Versuchen verwendet. 


ZUSAM MENFASSUNG. 


1. Die mit Aceton-Ather getrockneten Pulver von Staphy- 
lococcus aureus, albus u. citreus, von Bae. subtilis und auch von 
Wasservibrio zeigten starke Arginaseaktivitit, die durch Mangan- 
sulfat einmal stark ein anderesmal nicht so stark verstirkt werden 
konnte.., 

2. Hinige andere Bakterienpulver: Streptokokken, Bac. 
proteus, Bac. pyocyaneus, Bac. prodigiosus, Mycobakterium phlei, 
Bae. mucosus capsulatus, Bae. coli und Salmonella enteritidis 
Gartneri gaben aber eine schwache und sehr schwankende Arginase- 
wirkung, wahrend Sarcina eine ziemlich deutliche Aktivitaét aufwies. 

3. Falls man das Autolysat der frischen Bakterien als Enzym- 
losung verwendete, wurde eine deutliche Arginaseaktivitit in 
folgenden Bakterien beobachtet: Bac. coli, Salmonella enteritidis 
Gartneri, Bac. mucosus capsulatus, Bac. proteus, Bac. pyocyaneus. 

4. Die Arginaseaktivitét eines gewissen Stammes hingt von 
der Kulturdauer desselben und auch von der Enzymbereitung ab, 
und zwar hat sie sich nach langerer Kulturdauer deutlich ab- 


geschwacht. 
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Dem Kultusministerium, das uns durch Gewihrung von Kagakukenkyu-Hi 


die Durehfiihrung dieser Versuche sehr erleichtert hat, sei an deser. Stelle 


herzlichst gedankt. Pro fe SanUitziO: 
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BIOCHEMISCHES STUDIUM UBER DAS 
CHAULMOOGRAOL. 


Der Einfluss der Chaulmoograél-Injektion auf die 
Organ-Fettstoffe. 


Von 


JOKITI KOYANAGI. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Kumamoto Medizinischen Fakultit. 
(Vorstand: Prof. Dr. 8S. Kato.) 


(Hingegangen am 11. September 1940.) 


Es lasst sich vermuten, dass die kontinuierliche Zufuhr des 
eiftigen Chaulmoogradls, wenn auch nicht von einer grossen Dosis, 
bei den im zirkulierenden Blut und in Lepratuberkeln befindlichen 
Bazillen durch seine Bertihrung irgendeine Veradnderung hervor- 
rufen kann, aber man soll nicht ausser acht lassen, dass sie auch 
zugleich auf den Menschenkorper selbst verschiedene Wirkungen 
austibt, infolge deren eine Verinderung im Umsatz der Fettstoffe 
eintritt. So habe ich denn die Fettstoffe in den verschiedenen 
Organen des mit Chaulmoograél vielemale injizierten Kaninchens 
analysiert. Die Ergebnisse dieses Experiments diirften auf die 
Erklirung des Fettstoffeumsatz des Leprakranken, die der Be- 
handlung mit Chaulmoograél ausgesetzt sind, emen bedeutenden 


Hinweis liefern. 


EXPERIMENT. 


A. Herstellung der Emulsion von Chaulmoograodl wnd 
Chaulmoograsadure. 


Zu dem Versuch habe ich minnliche Kaninchen genommen und 
frisches Chaulmoogra6l, das durch aktivierte Kohle und absoluten 
Alkohol raffiniert wurde, zur Untersuchung benutzt. Zuerst habe 
ich Chaulmoograol als solches, also ohne irgendeine Veranderung 
subkutan injiziert. Aber die Resorption geht dabei sehr ungiinstig 
vou statten und Klarheit tiber die Resultate des Experiments ist 
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dadurch kaum zu gewinnen. Daher habe ich mich emer anderen 
Methode zugewandt; diese wurde in meinem Experiment tiber die 
Ausscheidune des Chaulmoograéls durch den Harn (1940) be- 
schrieben. Ich habe die Emulsion des Chaulmoogradls, welche 
Protalbinsauresnatrium als Emulsierungsmittel um 0,5% enthalt, 
subkutan und intravenos injiziert. (Diese Emulsion enthielt, im 
Gegensatz zu der des vorigen Experimentes, keinen Traubenzucker. ) 
Die vorliegende Untersuchung hat eigenthch den Zweck, den 
Hinfluss der dem Chaulmoogra6l spezifischen FettsAuren zu unter- 
suchen. Da aber die Herstellung der Emulsion der Chaulmoogra- 
sdure sehr schwer war, bereitete ich eme 5% Chaulmoograol- 
Emulsion, welehe 10% Chaulmoograséure enthalt. Dann habe ich 
.2cem dieser 5%igen Chaulmoogradl-Emulsion pro ke Korper- 
gewicht taglich einmal 20 Tage nacheinander injiziert. 24 Stunden 
nach der letzten Injektion wurde die Bestimmung der Fettstoffe in 
den Organen angestellt. Es sei darauf hingewiesen, dass man die 
Tiere 16 Stunden vor der Sektion keine Nahrunge mehr nehmen 
hess. 

Isolierung der Chaulmoograsdure aus dem Chaulmoogradl. 
Uber die infolge der Lislichkeit fraktionierte Reinigungsmothode 
der dem Chaulmoograol spezifischem Fettsiure hat noch niemand 
berichtet, ich médchte daher hier mein Verfahren wmitteilen. 
Twitchell (1921) hat die Bestimmung der festen und fliissigen 
Fettsaure angestellt unter Benutzung der Tatsache, dass aus 
Alkoholl6sung der gemischten Fettsiure durch Bleiacetat eine 
Fallung der Bleisalze der festen Fettsaéuren eintritt. Da die 
aus Chaulmoograol gewonnenen Fettsduren ausser der dem Chaul- 
moogradl eigenen, ungesittigten, ringformigen, festen Fett- 
sdure wie Chaulmoograsiure und Hydnocarpussaure noch die 
fliissige Fettsaure wie Oleinséure und die feste Fettsaure wie 
Palmitinsaure enthalten, so entfernte ich durch folgendes Ver- 
fahren unter Benutzung der Twitchellschen Methode die ein- 
gemischte fitissige Fettsiure. Man verseife das Chaulmoograél mit 
alkoholischer Kalilauge, lose es in einer grossen Menge Wassers, 
extrahiere mit Ather in einem Fliissigkeitsextraktor, um das Chole- 
sterin zu beseitigen, acidifiere dann durch Schwefelsdure, mache 


a ce ee eT ee ee ee 


Biochemisches Studium iiber das Chaulmoograol. 319 


die Fettsiure frei, extrahiere mit Ather, wasche dann mit Wasser 
und vertreibe den Ather. Die in solcher Weise gewonnene 
gemischte Fettsiure lése man in 96% Alkohol, fiige Bleiacetat von 
2/3 der Menge der gemischten Fettsiure hinzu, erhitze, schiittle 
und filtriere den Niederschlag nach Abkiihlen ab. Den Nieder- 
_Schlag wasche man mit Alkohol und Ather. Der Niederschlag 
enthalt Bleisalze der dem Chaulmoograél eigentiimlichen Fett- 
sduren wie auch der festen Fettsiure wie Palmitinsiiure. Das 
Bleisalz der dem Chaulmoograél eigenen Fettsiiuren, das in den 
meisten Losungsmitteln unlésbar ist, ist aber in Chloroform und 
Benzol-Alkohol (9:1) léslich. Der Loésungsprozents@tz betriiet bei 
15°C in der 20fachen Menge Chloroform (Merck) 92%, bei 30°C 
in der 10fachen Menge Chloroform 100%. Aber die Bleisalze der 
Palmitin- und Stearinsaure lésen sich in dem betreffenden Losung's- 
mittel gar nicht. In der 40fachen Menge von Benzol-Alkohol 
betragt der Losunesprozentsatz des Chaulmoograsiurebleisalzes bei 
15°C 33%, bei 30°C 96%. Aber weder Palmitinséure- noch 
Stearinsauresalz losen sich darin. Die nach Twitchell’scher 
Methode (1921) von der. fliissigen Fettsiure befreiten gemischten 
Fettsiurebleisalze des Chaulmoograoéls werden jetzt von den festen 
Fettsdurebleisalzen in folgender Weise befreit: man ftigt den 
Bleisalzen die 20fache Menge Chloroform hinzu, lasst es bei 
Zimmertemperatur stehen, filtriert ab, vertreibt das Chloroform, 
lost alles in der 40fachen Menge von Benzol-Alkohol (9:1), filtriert, 
vertreibt das Losungsmittel, fiigt dann dem Bleisalz verdinnte 
Salpetersiiure hinzu, zermalt im Morser, befreit. die Fettsaure, 
extrahiert mit Ather, wischt mit Wasser und vertreibt den Ather. 
Die in dieser Weise gewonnene Fettsiure krystallisiert man mit 
80% Alkohol aus, wiederholt die Krystallisation und trocknet sie 
unter Niederdruck. Die Isolierung der Chaulmoograsdiure und 
Hydnocarpussiure nach Dean u. Wrenschall (1920) habe ich 
unterlassen, weil mir bei vorliegenden Experiment nicht daran 


gelegen war. 
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B. Bestimmung der Fettstoffe in den Organen. 


a) Messung des Gewebes und Extraktion der Fettstoffe. 

Die rechte Niere, von welcher Kapsel und Fett des Nieren- 
beckens beseitigt sind, die Unterpartie des Vorderlappchens des 
rechten Leber-Lappens, das von den Blutgefassen befreite Herz, 
die rechte, von den Bronchien befreite Lunge und die beiden von 
den Nebenhoden befreiten Hoden werden zur Bestimmung her- 
angezogen. Diese Gewebe tut man in das gemessene Wagekolbchen 
mit Schmirgel hinein, misst sie mit Schmirgel, versetzt alles 
zusammen in den Morser, extrahiert die Fettstoffe nach Endo’scher 
Methode (1928), und bestimmt die Fettstoffe. Die Resultate der 
Bestimmung zeigen die in frischen Geweben enthaltenen Mengen. 


b) Gesamt-Fettstoffe und Jodzahl. 

Den Gewebextrakt, der sich in Loésungsmitteln wie Ather- 
Alkohol (1:1), Rein&ther, und Petrolather (Siedepunkt: 40°-60° ) 
lost, habe ich als Gesamt-Fettstoffe betrachtet. Ich habe zur 
Jodzahl-Bestimmuneg die Hanus’sche Mikrobestimmungsmethode 
(1901) angewendet. Man fiingt eine bestimmte Menge der Ather- 
Alkohol-Lésung (Fettstoffe : 0,015—0,03 ¢) in den 100 ecem Kjeldahl- 
kolben auf, dampft auf dem Wasserbad bei 60° unter Niederdruck 
ab, beseitigt Ather-Alkohol und Wasser vollstandig, loést dann in 
Reinather auf, filtriert durch den, Asbesttrichter in den Becher, 
destilliert den Ather, lost weiter unter Erwirmune in Petrolither 
auf, filtriert nach Abkithlung durch Asbest in das Wagekolbchen, 
vertreibt den Petrolither, trocknet bei 50°C bis zur Gewicht- 
konstante ab, lasst im Exsiceator stehen und misst dann ab. Diese 
Menge ist als die Menge der Gesamt-Fettstoffe angegeben. Dann 
lost man die Fettstoffe unter Zufiigung von 1eem Chloroform, 
fiigt 3,0cem 2¢/dl Jodmonobromid-Hisessigsiurelésung hinzu, 
schiittelt, lasst 15 Minuten lang stehen, fiiet 1,5 cem 10 g/dl 
Jodkali hinzu, titriert darauf mit N/10 Natriumthiosulfatlésune 
und gewinnt aus der folgenden Rechnung die Jod-Zahl: 

(Menge des Blindversuchs—M. d. Hauptversuchs) 
Menge d. Fettstoffe 
F: Titer von V/10 Natriumthiosulfat. 


Jodzahl= x Fx 0,01269 x 100" 
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¢) Gesamt-Fettsiure und Cholesterin. 

Nach der Takata’schen Methode (1936) und Osato-Heki- 
schen Methode (1930) habe ich die Bestimmung folgenderweise 
durehgefiihrt. Eine bestimmte Menge des Ather-Alkohol-Extraktes 
(qs. : 38mg von befreitem Chloesterin) extrahiert man mit reinem 
Ather und dann mit Petrolither, filtriert dureh Asbest in den 
Becher, fiigt nach Abdampfung des Lisungsmittels 8 ccm Aceton 
und 2ceem Wasser hinzu, fiigt dann nach Erwarmuneg eine 
genugende Menge (die 5 fache des Cholesterins) 1%iger Digitonin- 
Alkohol-Loésung hinzu, kocht eine kurze Weile und liasst eine Nacht 
stehen. Man leet den im voraus gewogenen Glasfilter auf den 
Asbestfilter (ohne Asbest), filtriert zuerst eine kleine Menge davon 
in den 100 cem Kjeldahlkolben, gibt zum Filtrat tropfenweise 
Digitonin-Alkohol-Lésung und wenn kein Digitonid eebildet wird, 
filtriert man den Rest. Den Niederschlag wischt man mit Aceton 
und Ather, bis er einen silbernen Glanz zeigt, trocknet bei 100° 
und wiegt. Dividiert man diese Menge durch 4,11, so erhalt man 
die Menge des Frei-Cholesterins. Das Filtrat im Kjeldahlkolben 
destilliert man auf dem Wasserbad unter Niederdruck, trocknet es 
vollstandig, (wobei man es wiederholt unter Zuftigung von Alkohol 
abdestillieren muss, weil wegen der durch das eingemengte 
Digitonin und Wasser hervorgerufenen Schaumbildung die Wasser- 
tropfen sehr schwer zu beseitigen sind,) lost es in reinen Ather 
und filtriert durch Asbest in den Meyerkolben. Nach Abdampfung 
des Athers fiigt man 10cem Alkohol und 2 cem 2 ¢/dl Natrium- 
ethylat hinzu, verseift es im Wasserbad 2 Stunden lang, lést nach 
Abdampfung des Alkohols in warmem Wasser, versetzt es in den 
Fliissigkeitsextraktor und wiischt den Meyerkolben mit warmem 
Wasser einigemale. Dann wischt man den Kolben wieder mit einer 
kleinen Menge Ather und versetzt das Waschwasser in den Extrak- 
tor. Dann fiigt man 2 ccm konzentrierte Salzsiiure hinzu, befreit 
die Fettsiure und extrahiert im Wasserbad bei 60° 3 Stunden 
lane mit Ather. Man versetzt den Ather in den Becher. wiiseht 
den Extraktor-Kolben mit Ather und giesst auch diesen Ather in 
den Becher. Dann destilliert man den Ather ab, lést es in reinen 
Kther und filtriert durch Asbest. Ferner extrahiert man mit 
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Petrolither, filtriert es in den im voraus abgemessenen klemen 
Becher, trocknet es nach Abdampfung bei 50° und wiegt es. 
Diese Menge ist die dem von der Esterform befreiten Cholesterin 
eingemenete Gesamt-Fettsiuremenge (F+C). Man fiige ihm 8eem 
Aceton und 2cem Wasser hinzu, lose es unter Erwarmung und 
fiige 1% Digitonin-Alkohol-Lésung hinzu. Fihrt man die oben 
geschilderte Behandlung weiter durch, so gewinnt man die Menge 
des aus der Esterverbindung befreiten Cholesterins (F'). Sub- 
trahiert man diese Menge (F) von der Menge (F+C) so ergibt 
sich die Menge der Gesamt-Fettsiure. Ich habe zu 0,0621 ¢, 
0,049 @, 0,0393 @ des subkutanen Fettes je 3meg Cholesterin hinzu- 
gefiiet, und nach der obigen Methode die Gesamt-Fettsaure 
0,0577 g, 0,0467 2, 0,03832 und Cholesterin 3,llmeg, 3,02 mg 
gewonnen. Weil die meisten Organe ausser der Nebenniere und 
dem Ovarium allzu wenig Cholesterinester enthalten und es schwer 
zu wiegen ist, ftihrte ich diesen Versuch nicht weiter durch. 


d) Lipoidphosphor und Amino-Stickstoff in den Gewebefett- 

stoffen. 

Zur Bestimmung des Lipoidphosphors wurde meine Methode 
[Koyanagi (1938) ] verwendet. In diesem Experiment aber 
wurde der Phosphor in solehen Fettstoffen bestimmt, die ich aus 
Ather-Alkohol-Extrakt zuerst durch Reinather, dann aus Reinather- 
Extrakt .durch Petrolather extrahierte. Zur Bestimmung des 
Amino-Stickstoffes in Fettstoffen wurde die Nakashima’sche 
Methode (1932) angewendet, namlich eine bestimmte Menge des 
Ather-Alkohol-Extraktes (q.s.: 0,1-0,38 cem Amino-Stickstoff) fanet 
man in den 100 cem Kjeldahlkolben auf und bestimmt an den durch 
Reinither und Petrolither extrahierten Fettstoffen die Menge des 
Amino-Stickstoffe. Zuerst fiigt man eine kleine Menge Alkohol 
hinzu, lost unter Hrwarmung auf, fiiet 2 cem warmes Wasser hinzu, 
emulgiert unter Schiitteln und vertreibt den Alkohol. Diese 
Emulsion versetzt man in den Nakashima’schen Apparat und 
bestimmt die Menge des Amino-Stickstoffes nach 7 Minuten 
Zerlegunesdauer. 


3 
a 
a 
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BEOBACHTUNG. 

a) Hinfluss des Chaulmoogradls auf Leberfettstoffe (I. Tabelle). 

Die subkutane Injektion des Chaulmoograéls ruft fast keine 
Veranderung, aber eine Neigung zur Vermehrung des Cholesterins 
hervor. (Vergleiche A und B). Die intravenése Injektion des 
Chaulmoograéls ruft keine Verainderung hervor wie ebenso die mit 
Olivendl injizierte Kontrolle. (Vergleiche GC und D). Aber bei 
Injektion des sauren Chaulmoograéls vermehrn sich Gesamtfett- 
stoffe, Gesamtfettsiure und Lipoid-Aminostickstoffe ein wenig, aber 
der Lipoidphosphor erleidet keine Sehwankung. (Vel. © und &). 
Da die mit Cholesterin gebundene Fettsaiure hier von kleiner Menge 
ist, so ist die Vermehrung der Gesamtfettsiure vorwiegend auf die 
Vermehrung des Neutralfettes zurtickzuftihren. Die Vermehrune 
des Neutralfettes in der Leber lasst auf eine durch Storung des 
Fettstoffeumsatzes des Leberzellen hervorgerufene Fettinfiltration 
schliessen und kaum auf die EHinlagerung des Chaulmoogradéls, weil 
die Jodzahl sich zu vermindern geneigt ist. Jedenfalls ist der 
Unterschied durch histologische Untersuchung nicht festzustellen, 
weil die Methode nicht ausreicht, verschiedene Fettstoff individuell 
zu unterscheiden. Zusammengefassend kann gesagt werden, dass 
das Chaulmoograél bei den Leberfettstoffen keine eigentiimliche 
Verdnderung bewirkt, dass das saure Chaulmoograodl aber, wenn 


TABELLE I. 
Leber (Mittelwert der 3 Fille). 


site| tet | ees . Pad ae 

s/as| 6/88) 282) 3 13% 

a e| St] ww Sin| Vo oO S ca 

fal te B ~ HS rH aye 

Oflss| S|oslFg|) 3 | 44 

4 aH ‘Ss 4 

Ane * Ee Yo Yo Jo Jo % 
A. Nicht injiziert 55,4] 4,67| 72,1] 2,63} 0,249) 0,109} 0,013 
B. Subkut. Inj. d. 5% Chaulm. 50,9| 4,50} 75,5] 2,40} 0,287} 0,109} 0,011 
C. Intravenése Inj. d.5% Olivendls. | 57,3) 4,48} 71,7} 2,50} 0,264] 0,112 | 0,013 
D. Intravenése Inj. d. 5% Chaulm, 60,1 | 4,47] 68,8] 2,35] 0,250] 0,115} 0,013 
E. Intravendse Inj. d. 4,5% °| 5301 65.3! 2,901 0.243] 0,116! 0,018 

Chaul. 61+0,5% Chaulm. siiure 60,2 | 5,80) 60, ; 0, Poe z 
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intravenés injiziert, auf den Fettumsatz der Leber mehr oder 
weniger storend einwirkt. 


b) Einfluss des Chaulmoograéls auf Nierenfettstoffe. 
(II. Tabelle). : 

Die subkutane und intravenése Injektion des Chaulmoogradols 
iibt auf die Nierenfettstoffe keine Einfluss aus (Vergleiche A und 
B, C und D). Aber die Injektion des sauren Chaulmoograols 
verursacht eine Neigung zur Vermehrung der Gesamtfettstoffe, 
Gesamtfettsiure und des Lipoid-Aminostickstoffs, wobei sich die 
Jodzahl ebenfalls vermindert wie bei Leberfettstoffen (Vgl. C und 
E). 
sauren oder des neutralen, ruft eine Erhohung des Gewichtes der 
Niere hervor. Obiges zusammengefassend ist zu sagen, dass das 
Chaulmoograél auf die Nierenfettstoffe 
Wirkung ausiibt, dass aber das saure Ol auf den Fettstoffumsatz 
einigermassen stérend einwirkt, und das neutrale, wenn intravenés 


Die intravendse Injektion des Chaulmoograols, entweder des 


keine eigentiimliche 
injiziert, eine Erhohung des Nierengewichts hervorruft. 


TABELLE II. 
Niere (Mittelwert der 3 Falle). 


» me Loom Z o 5 jam ' 
sai ee| & | es| 82] 3 | 22 
&0E! at N eas Pa 2B a o.8 
4 RQ +s sS Nis HO at 
C&/S3| 5 1S8/"S| F | Ae 
4 oH 5 4 
+. . oe . g To To To To To 
A. Nicht injiziert 13,7 | 3,10] 79,7] 1,50] 0,378] 0,078} 0,011 
B. Subkut. Inj. 4.5% Chaulm. 13,6 | 3,20] 76,0} 1,40| 0,353] 0,074] 0,010 
C. Intravendése Inj. d. 5% Olivendls. | 13,2} 2,50] 81,4] 1,27] 0,344] 0,070] 0,013 
D. Intravenése Inj. 4.5% Chaulm. 17,0] 2,74| 76,4} 1,20} 0,332} 0,069! 0,012 
BE. Intrayendse Inj. d. 4,5% P 2 
. Chaul. 1+0,5% Chaulm. siure | 1%] 3.70) 63,6) 1,60) 0,317) 0,072} 0,019 


fettstoffen keine Veranderung. 


c) Einfluss des Chaulmoogradls auf Lungenfettstoffe. 
(IIT. Tabelle). 
Das subkutan injizierte Chaulmoograél verursacht bei Lungen- 


Die Menge des Cholesterins ver- 
mehrte sich in einem von 3 Fallen ganz wesentlich, verminderte 
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sich in den anderen 2 Fallen (Vel. A und B). Die intravenése 
Injektion des Chaulmoograéls ruft die Neigung zu einer gewissen 
Verminderung von Gesamtfettstoffen und Cholesterin hervor (Vel. 
C und D). Die Injektion des sauren Chaulmoogradls verursacht, 
wie bei Leber und Niere, die Vermehrung von Gesamtfettstoffen, 
_ Gesamtfettsdure und Lipoid-Aminostickstoff, Herabsetzune der 
Jodzahl, die Verminderung des Cholesterins und den Zuwachs des 
Gewichts des Organs (Vgl. C und D). Injiziert man nun das 
Chaulmoogra6l intravenés, so wird es vom Herzen zuerst nach der 
Lunge gefiihrt und wird dort irgendeinen Hinfluss ausiiben kénnen. 
Aber nach den obigen Ergebnissen ist es klar, dass die Lungen- 
fettstoffe durch das neutrale Chalmoograél gar nicht beeinflusst 
werden, aber dass die Injektion des sauren Chaulmoogradls, eine 
gewisse Storune des Fettstoffumsatz hervorruft. 


TABELLE III. 
Lunge (Mittelwert der 3 Fille). 


q 
ja adept cll oie nll eee A, 

Pel S2| 3/22/22) 8 | Bx 

Sie e| eo Se ae |e 

gi %\| |.%| % Jo %o 
A. Nicht injiziert 9,1 | 3.30 66,6} 1,20] 0,482] 0,074} 0,010 
B. Subkut. Inj. d. 5%\Chauln. 7,7 | 3,40] 67,0] 1,50] 0,558) 0,074} 0,010 
©. Intravenése Inj. d. 5% Olivendols. | 8,4 | 3,45} 65,1} 1,12] 0,490) 0,074] 0,012 
D. Intravenése Inj. d. 5% Chaulm. 9,7 | 2,70} 62,1] 1,16] 0,442} 0,070}. 0,011 
KE. Intravenose Inj. d. 4,5% ms ms aie 9 

Chaul. 61+0,5% Chaulm. siiure 1S9H 2,40) 54-1 1,180) 0,435 |-0,081) 0,08 


d) Einfluss des Chaulmoogradls auf Herzfettstoffe. 
(IV. Tabelle). 

Bei Bestimmung der Herzfettstoffe ist die bedeutende indivi- 
duelle Schwankung der Gesamtfettsiure und der Gesamtfettstofte 
hervorzuheben, was auf die Einlagerung des Fettes unter dem 
Perikardium zurickzufiihren ist, weil das ganze Herz zur Be- 
stimmung verwendet wurde. Entweder die subkutane Injektion 
des Chaulmoograéls (vgl. A und B) oder die intravendse (vgl. C 
und D) iibt keinen wesentlichen Hinfluss auf die Herzfettstoffe aus. 
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Bei der Injektion des sauren Chaulmoograéls (vgl. C und E) trat 
keine nennenswerte Schwankung ein. 


TAB=ZLLE LV. 
Herz (Mittelwert der 3 Falle). 


rr eee a . w f= A. ' 

aS/E5) 2/88/28] 3 | S4 

WE S2| 3) ee) 52) 8 |e 

= Das oS 35) = 

| 2 bo S o 5 ad . A 4 AA 

Meee ee Se ee mia es Go | Jo % Jo 0 
A. Nicht injiziert 6,6 | 4,10} 80,9} 2,80} 0,104] 0,056} 0,013 
B. Subkut. Inj. d. 5% Chaulm. 6,9 | 4,50} 84,1} 2,90] 0,108] 0,058} 0,013 
C. Intravenose Inj. d. 5% Olivenols. | 6,2 | 3,72} 87,9} 2,11) 0,098} 0,055 | 0,014 
D. Intravenése Inj. d. 5% Chaulm. 7,5 | 3,41] 84,0} 2,31] 0,088] 0,046] 0,011 
E. Intravenése Inj. d. 4,5% ; o ie he 
Chaul. 61+ 0,5% Chaulm. siiure 8,0 | 4,10) °78,7) 2,70} 0,091 | 0,055) 0,015 


e) Einfluss des Chaulmoogradls auf die Hodenfettstoffe. 
(V. Labelle). 

Die subkutane Injektion des Chaulmoograédls tibt auf die 
Hodenfettstoffe keinen Einfluss aus (vgl. A und B). Auch die 
intravendse Injektion bringt keine wesentliche Veranderung hervor 
(vel. C und D). Die intravendse Injektion des sauren Chaul- 
moogradls verursacht wie bei der Leber eine Vermehrung des. 
gesattigten Neutralfettes (vel. C und E). 


TABELLE V. 
Hoden (Mittelwert der 3 Falle). 


q 
oO o “a4 
; ‘ 3 ‘ A, ; 
sa) 33/3 | ee) 2) 3 Se 
we!) Sal os | Sal] e3 6 Std 
ro) o| oD } ob] E'S as) 4 Z 
oN} © cere doer Coes os = 
Ee To % | % Yo Jo 
A. Nicht injiziert 5,0 | 2,50] 91,2} 1,30} 0,258} 0,053} 0,010 
B. Subkut. Inj. d. 5% Chaulm. 4,7 | 2,50| 94,7) 1,14| 0,244] 0,049] 0,008 
C. Intravenése Inj. d. 5% Olivenéls. | 4,9 | 2,19] 87,6] 1,04] 0,230! 0,062! 0,009 
D. Intravenése Inj. d. 5% Chaulm. 6,5 | 2,38 84,2 1,13 | 0,235] 0,055} 0,013 
E. Intravenése Inj. d. 4,5% = ae 
Chaul. 61+0,5% Chaulm. siure 2,9 | 3,10} 64,8 | 1,50| 0,244 | 0,055 0,009 
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f) Linfluss auf das Kérpergewicht. 

Die subkutane und intravenése Injektion des Chaulmoograils, 
auch wenn 20 Tage lang taglich erfolet, iibt auf das Kérpergewicht 
keinen wesentlichen Einfluss aus. 


SCHLUSS. 


Langzeitige Injektionen der fiir den Menschen geeigneten Dosis 
des Chaulmoogradls tibte bei Kaninchen auf Fettstoffe verschiedener 
Organe keine besondere Wirkung aus. Aber die intravenése Injek- 
tion des freie Fettsaure enthaltenden Chaulmoograéls hatte zwar 
auf das Herz keinen Hinfluss, rief aber bei Leber, Niere, Lunge und 
Hoden eine Neigung zur Vermehrung des gesittigten Neutralfettes 
hervor, was nicht auf die Kinlagerung des Chaulmoogradols, sondern 
auf die Storung des Fettstoffumsatzes des Organs zurtickzufiihren 
ist. Diese Storung diirfte auf freie Fettsiure des Chaulmoogradls 
zurickzufiihren sein. 
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I. Studies on the antibody detecting substance. 


By 


SHIRO FUJIMURA. 


(From the Biochemical Institute, Nagasaki Medical College, Japan.) 
/ 
(Received for publication, September 16, 1940) 


INTRODUCTION. 


In 1911, it was shown by Forssman that the injection of 
suspensions of organs from certain animals, like the guinea-pig, 
dog or horse, into rabbits leads to the development of antibodies 
capable of hemolyzing sheep red blood corpuscles. This fact has 
been confirmed by a number of investigators. Because of their 
origin, the antibodies thus generated are termed heterogenetic 
(Forssman’s antibody), and the antigens which develop hetero- 
genetic antibodies in the rabbit serum are called heterogenetic 
(Forssman’s antigen). — 

Many studies have been made ‘on the chemical nature of the 
heterogenetic antigens. The first investigation of the difference 
between heterogenetic and isogenetic antigens was carried on by 
Doerr and Pick. They detected that the heterogenetic antigen 
is resistant to aleohol. Georgi has shown, that the alcohol soluble 
constituents of organs have the property of fixing the antibody in 
the presence of corresponding antibodies, while Sordelli and his 
coworkers have observed the precipitate formation when the 
alcoholic extract of such organs was mixed with antiserum. Meyer 
pointed out that an acetone insoluble portion of the alcoholic ex- 
tract of the guinea-pig heart has the property of fixing the com- 
plement, whereas an acetone soluble portion lacks this property. 
From this fact he concluded that the heterogenetic antigen belongs 
to the lecithin group. , Landsteiner has suggested that the 
heterogenetic antigens consist of two parts, combined with each 
other and capable of being separated by the action of alcohol. 
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One part is a protein and is necessary for the production of hetero- 
genetic antibodies. The other part, which is alcohol soluble and 
perhaps a lipoid, contains the specific group but possesses no 
marked antibody producing property and is active as an antibody- 
producer when combined with proteins. He detected that the 
alcoholic extract of heterogenetic antigens has generally very slight 
power to produce heterogenetic antibody when injected into 
rabbits, while this substance can be transformed into an efficient 
antigen by mixing it with a protein solution such as diluted normal 
serum. 

It is a well known fact that, owing to the ampholytic character, 
lipoid may combine with chemical substances, and that it is very 
difficult to prepare lipoid free from other substances. In this 
respect lipoid, which is prepared only through extraction and 
precipitation by means of organic solvents, is far from being pure. 
By studying the heterogenetic antigens I have attempted, there- 
fore, at first to detect to what group the active substance, which 
is found in the alcoholic extract of heterogenetic antigens and 
combines with the complement, belongs. 


EXPERIMENT. 


I. Preparation of the material for injection and 
generation of the antibody. 


\ 


For the heterogenetic antigens the heart and kidney of dogs, 
horses and hens were adopted. For the injection of heterogenetic 
antigens rabbits were used, excluding those in which the serum, 
prior to the injection, gave a strong or complete hemolysis in a 
dilution of 1:25 in an hour under the conditions of the test. 

To generate an antibody, one part of minced organ tissue is 
added to nine parts of physiological salt solution and mixed well. 
The mixture is centrifuged and 3 ce. of the supernatant liquid is 
injected intravenously or intraperitoneally into rabbits one or two 
times at weekly intervals. In general, one injection suffices to 
produce a potent antiserum. Then 5 to 7 days after the injection, 
the blood was taken out for experiments. 
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IT. Test for hemolysis. 

In a series of test tubes 0.5 ce. of the serum of rabbits which 
were immunized as above, diluted with physiological saline solution 
as 1:100, 1:200, 1:500, 1:1000 ete., a sufficient amount of comple- 
ment serum and 0.5 ¢c. of 8 per cent suspension of sheep red 

-corpuscles were put in and well mixed. After allowing to stand for 
1.5 hours at 37°C, the degree of hemolysis was examined. 

The results of this experiment are shown in Table I. In the 
table, cases where no hemolysis occur are indicated as (—), and 
complete hemolysis as (++), while for intermediate cases the sign 
C=), (+), and (+) are used. 


TABI; 


No. of Antibody- Dilution of antiserum 

rabbit | producer | 1-100 | 1:200 | 1:500 | 1:1000 | 1:2000 | 1:5000 
2 Dog heart ttt an Hh it ty en 
22 ” tt au ae a: = 
23 » 4 4h 4 x eee = 
24 » Ht Ht Ht + =: z 
31 Dog kidney tH 4 tHe ait ate = 
32 » it Ht tit am + A 
41 Horse heart ttt t ttt th a = 
42 1) tHe Ht ttt tt atte 3 
51 Hen heart ttt tt ttt 4h oe = 
52 ” it tt tHe +H + — 


III. Preparation of the alcoholic extract of organs. 


One part of minced tissue (free from fat) was added to nine 
parts of absolute alcohol and the mixture was allowed to stand at 
room temperature for about five days, being shaken occasionaly ; 
the extract is then filtered through filter paper and kept in a dark 
place in stoppered bottles. 

For the use of this extract as an antibody-detector the solution | 
is quickly diluted with physiological saline solution to 30 times its 
volume, and at the time from 20 minutes to 2 hours after the 
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dilution it is used in complement fixation reaction. 


IV. The complement fixation reaction. 


! 


The complement fixation reaction was performed by the 
Browning’s method. The antiserum is inactivated by heating at 
56° for 30 minutes, and diluted to ten times its volume with physio- 
logical saline solution. Guinea-pig serum is always used as the 
complement, and the amount sufficient to hemolyze 0.5 cc. of 3 per 
cent suspension of ox red corpuscles in the presence of 5 units of 
hemolysin, is taken as one unit. The antibody detector is used 
in an amount which just failed to prevent the hemolysis of 
sensitized ox red corpuscles containng two units of complement. 
The hemolytic system is composed of 1.0 ce. of 3 per cent or red 
corpuscles suspension, made of physiological saline solution, and 
5 unit of hemolysin. 

In a series of test tubes, 0.5 ce. of 10 per cent antiserum, a 
measured amount of antibody-detector and increasing amount of 
complement as 2, 4, 6, 8, 10, 12 and 15 units were put in and mixed 
well. After incubating for 1.5 hour at 37°C, with occasional agita- 
tion, 0.5 ce. of the sensitized corpuscle suspension was added and 
the tubes are kept in an incubator of 37°C for 1.25 hours, to test 
the degree of hemolysis at the end of this time. For each experi- 
ment the control experiments both for antibody-detector-comple- 
ment and antiserum-complement are performed. 

The result is as follows: 


TasueE II. 
Complement fixation reaction. 


1. Antibody-producer: Watery extract of dog heart. 
Antibody-detector: Alcoholic extract of dog heart. 


No. of Unit of complement Peng ee 
rabbit 9 4 6 8 10 e 


Complement} Complement 


21 - - —- _ — — Hy 


| 

| 

| 

| 
# + = 
a 
Fo + 
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2. Antibody-producer: Watery extract of dog kidney. 
Antibody-detector: Alcoholic extract of dog kidney. 
No. of Unit of complement Detector Antibody 
rabbit a 
2 + 6 8 10 12 Complement | Complément 
31 - - - - - + Ht at 
32 = — — ~ —- | 4 ob 
3. Antibody-producer: Watery extract of horse heart. 
Antibody-detector: Alcoholic extract of horse heart. 
No: of ~ Unit of complement Ses ee 
‘rabbit | 
eked 2 3 6 8 10 12 15 Complement Complement 
41 - _ = = ane || ait Ht tHe tt 
42 — - aie |) ate |) aie || ater tte tte 
4. Antibodv-producer: Watery extrakt of hen heart. 
Antibody-detector: Alcoholic extract of hen heart. 
: : +. | 
No. of oie colon 4 a pe 
rabbit | 9 4 6 8 10 | 12 | 15 | Complement | Complement 
51 = = = — — = tit +t Ht 
52 Peer te cenit ey ee etearle oe tt 


As can be seen from these results the heterogenetic antibody 
fixes complement in the presence of the alcoholic extract of corres- 
ponding organs, as is well known before. 

V. , Isolation of the active substance as an antibody- 
detector existed in the alcoholic extract of 
heterogenetic antigens. 


The alcoholic extract of organs is condensed in a vacuum at 
a temperature not exceeding 40°C to a syrupy consistency under 
a slow current of carbon dioxide. ‘The residue is dissolved in a 
very small amount of ether and an insoluble substance is removed 
by decantation. This ether insoluble substance is washed repeatedly 
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with ether. The result of the complement fixation reaction using 
this substance as an antibody-deteetor and the heterogenetie anti- 
serum indicates that this substance possesses no property as a 
detector. 

To the ether solution is added an excess of acetone and the 
precipitate was collected. This process was repeated three times 
to collect as much precipitate as possible from the solution. The 
precipitate thus obtained, is a yellowish substance and is called 
erude lecithin. The nitrogen and phosphorus contents of the crude 
lecithin prepared from various tissues were estimated by Micro- 
kjeldahl and Youngbure’s method. The molecular ratios of N:P 
are as follows: ; 


From dog heart 1.45 
From dog kidney 1.48 
From horse heart — 1.40 
From horse kidney 1.57 
From hen heart 1.49 


The acetone soluble fractions are put together, dried in a 
vacuum at a temperature not exceeding 40°C and dissolved in 
alcohol. To one part of this solution is promptly added 30 parts 
of physiological saline solution and is tested for its property as 
an antibody-detector against heterogenetic antiserum. The results 
are as follows: 


TABLE III. 
Complement fixation reaction. 
1. Antibody-producer: Watery extract of dog heart. 
Antibody-detector: Acetone soluble fraction of alcoholic extract 
of dog heart 


Novot Unit us ee eran sere 
Cae ITE 4 6 8 | 10 | 12 | 15 | Complement | Complement 
BI ile ab Seat ae ols lucie a ‘albel a atae 4H 4 
22 | + | He | ae | ae | a) ae | tt 
23 + tt tit tit +t tit +t it 
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) 


2. Antibody-producer: Watery extract of dog kidney. 
Antibody-detector: Acetone soluble fraction of alcoholic extract 
of dog kidney. 


ower Unit of complement Detector Antiserum 
rabbit | = xy, 
2 4 | 6 8 10 12 15 Complement Complement 
pe 4 Ls 2 Jat ae 2 = : 
BL} te | He OY ah] He | He | | Ht tt | 4 
en | tH 
| 


3. Antibody-producer: Watery extract of horse heart. 
Antibody-detector: Acetone soluble fraction of alcoholic extract 
of horse heart. 


Rac oe ; Unit of complement a Detector Antibody 
rabbit = i se an 
2 4 6 8 10 12 15 Complement Complement 
41 tHe tH duped cane Hh tt tt Ht tt 
42 Hh tt te | Ht tte Ht tte th 


4. Antibody-producer: Watery extract of hen heart. 
Antibody-detector: Acetone soluble fraction of alcoholic extract 
of hen heart. 


Novotel. Unit of complement ie PO ae Antiserum 
we + | 
BaD pi 2 | 4 6 8 | 10 12 15 Complement Complement 
51 ++ tit tt Ht | +t th sit Hh th 
52 +H ttt tt 


Ht | Hk | Hk | HH ub 


From these results, it is obvious that acetone soluble portions 
almost entirely lack the property as an antibody-detector. 

The crude lecithin was dissolved in absolute alcohol in a con- 
centration of about 2 per cent and emulsified by diluting it with a 
physiological saline solution to 30 times its volume and its property 
as a detector is tested. The results are shown in Table IV. 

It is clear from these results that the crude lecithin prepared 
from heterogenetic antigens is active as an antibody-detector as 
strong as alcoholic extract of organs. 
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TABLE IV. 
Complement fixation reaction. 
1. Antibody-producer: Watery extract of dog heart. 
Antibody-detector: Crude lecithin from dog heart. 
Unit of complement Detector Antibody 
No. of a ihe 
rabbit 2 | 4 | 6 | 8 10 | 12 15 Complement Complement 
i tae | SS | : : eee E 
1 od gece | eG ey ea Se Ht He 
) | | ' 
29, sae iad ai Pc ous | Ht | it + 
23 bot Peleg Smet eal ca Ns ie yl Hh 
2. Antibody-producer: Watery extract of dog kidney. 
Antibody-detector: Crude lecithin from dog kidney. 
Unit of complement Detector Antiserum 
No. of at + 
rabbit 2 4 6 8 LOM Le 15 | Complement Complement 
31 - = _ = ae te} HE tH | tit 
32 — == = = ss Hh tt | ite 
3. Antibody-producer: Watery extract of horse heart. 
Antibody-detector: Crude lecithin from horse heart. 
No-of Unit of complement ; Dee eee 
stabbit'| » 4 6 8 10 | 12 | 15 | Complement Complement 
41 - = = = air | ae il atte tt tit sd 
42 = = Ht Ht Ht tH Ht +t 
4, Antibody-producer: Watery extract of hen heart. 
Antibody-detector: Crude lecithin from hen heart. 
No. of Unit of complement Detector Antiserum * 
rabbit z et a 
2 4 6 8 10 12 | 15 | Complement Complement 
51 = - = = = mite toot ttt tH 
52 _ = = = - th, |, ee tit 


® 
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Next the examination was carried out as to whether or not 
a purified lecithin has the property of a detector. The purification 
of lecithin was performed as follows: 

To the alcohohe solution of the crude lecithin is added the 
saturated alcoholic solution of cadmium chloride, and the double 
salt of lpoid is freed from the solution by centrifugation. The 
precipitate is washed with absolute alcohol several times, followed 
by ether, until the yellow colouration disappears. After the 
evaporation of ether, the lipoid-cadmium-double salt is suspended 
in absolute alcohol and dissolved by heating in a water bath. The 
insoluble residue was discarded. To the hot aleohol solution 
powdered ammonium carbonate is added in small portions, until 
the solution became weakly alkaline against litmus paper and 
then it was filtered while hot. After cooling, lipoid is again pre- 
cipitated as cadmium double salt, washed with absolute alcohol two 
or three times and recrystalized from the mixture of aleohol and 
acetic ester (2:1). The crystals were then dissolved in hot alcohol 
and decomposed by the addition of powdered ammonium carbonate. 
The filtrate is evaporated in a vacuum at a temperature not exceed- 
ing 40°C under the slow current of carbon dioxide until it became 
syrupy. Lipoid is then put in a small amount of ether and 
precipitated by the addition of an excess of acetone. The pre- 
cipitate is again dissolved in ether, and reprecipitated by acetone. 

The purified lecithin thus obtained is entirely colourless and 
be kept unaltered in a brown coloured bottle under acetone. The 
content of nitrogen and phosphorus of the purified lecithin was 
estimated. The molecular ratio of N:P are as follows: 


From dog heart Lat 
From dog kidney 1.12 
From horse heart 1.09 
From horse kidney 1.16 
From hen heart 1.15 


The results of the complement fixation reaction using this 
purified lecithin as an antibody-detector are shown in Table V. 
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TABLE V. 
Complement fixation reaction. 
1. Antibody-producer: Watery extract of dog heart. 
Antibody-detector: Purified lecithin from dog heart . 
Unit of complement ° Detector Antiserum 
No. of Ps oe 
rabbit 2 + 6 8 LO eae ieg ele Complement Complement 
21 tH Ht Ht te Ht Ht Ht Ht tit 
22 Sealers Nalco Ni mttipe die Sites | poate aly ate ttt 
23 Ht 4 | * tit tit Ht tt tH Ht 
2. Antibody-producer: Watery extract of dog kidney. 
Antibody-detector: Purified lecithin from dog kidney. 
me Unit of complement Detector + Antiserum 
No. of - + ao 
rabbit | > 4 6 8 10 | 12 | 15 | Complement Complement 
31 mits Ht tH ttt ttt Ht +t +t te 
32 Ht tt Ht +Ht Ht Ht +t te 
3. Antibody-producer: Watery extract of horse heart. 
Antibody-detector: Purified lecithin from horse heart. 
: Unit of complement Detector Antiserum 
No. of 's PpakES: S. - ate + 
rabbit | > 4 6 8 10 | 12 | 15 | Complement Complement 
41 Ht tit tHe He ttt +t Ht Ht Ht 
42 Ht Ht Ht tt | +t Ht Ht tHe 
Antibody-producer: Watery extract of hen. heart. 
Antibody-detector: Purified lecithin from hen heart. 
No. of Unit of complement Detector Antiserum 
ahi + + 
rabbit bo.1 4} gol eg tl gorl a2. eee Complement: Complement 
51 tt tt ttt +t +t it Ht tit He 
52 ttt Ht te Ht Ht Ht tt tH 


ethe 
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As can be seen from table V, purified lecithin prossesses no 
property as an antibody-detector against heterogenetic antiserum. 
But from this result one can not say definitely that the antibody 
detecting action of the crude lecithin is not due to lipoid substance 
itself, because active lipoid substance may be eliminated during 
the purification of lipoid. I therefore tried to decide whether the 
property of crude lecithin as an antibody-detector is really 
dependent on lipoid or not, by hydrogenating the unsaturated 
lipoid by means of platinum black and by easily separating the 
less water insoluble hydrogenated lipoid from water soluble im- 
purities. The hydrogenation of lipoid makes lipoid more hydro- 
phobie and consequently is easily separated from impurities. 

The method of hydrogenation. 

About 2e¢m. of platinum black were suspended in 150 ce. of 
2 per cent alcohol lecithin solution and the mixture was saturated 
at 60°C with hydrogen gas ,which was purified by bubbling through 
saturated mereuric chloride solution, 2 per cent permanganate 
solution and 5 per cent sodium hydroxide solution in succession. 
After the disappearance of the yellowish colour of the alcoholic 
solution, which appeared usually when the current of hydrogen 
eas was passed for 30 minutes, the hydrogen gas. was bubbled 
through for one hour more, and the mixture was left for the sedi- 
mentation of the platinum black at 60°C for about 30 minutes, and 
filtered while hot. The filtrate freed from the platinum black was 
colourless and the white precipitate of hydrolecithin separated out 
as cooling proceeded. After the removal of separated hydrolecithin, 
hydrogenation of the filtrate was repeated once more and filtered 
hot. The alcoholic filtrate was evaporated in a vacuum at 50°C 
and mixed well with hydrogenated lipoid precipitate obtained by the 
first hydrogenation. The hydrogenated impure lipoid thus obtained 
was white powder. ; 

The isolation of the water soluble fraction of hydrogenated 
lipoid. 

The hydrogenated crude lecithin was dissolved in chloroform 
and after the addition of a small amount of aleohol, was extracted 
with water at pH 2 several times. The chloroform fraction was 
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evaporated dry in a vacuum at a temperature not exceeding 40°C 
and recrystallized three times with acetic ester. The water frac- 
tion was washed with chloroform many times, neutralized and 
evaporated dry in vacuum. The residue was thoroughly extracted 
again by ether and chloroform. The water soluble, chloroform 
insoluble fraction showed Biuret, Millon’s and Hopkins-Cole’s 
reaction. The lead sulphide reaction was negative. It showed 
precipitation with sulphosalicylic acid. Precipitate with picrie acid 
was not observed. Molisch’s carbohydrate reaction was negative. 
The analytic data are as follows: 


Total nitrogen 6.1% 
Amino nitrogen 4.25% 
Phosphorus 0.003% 


Using the chloroform soluble fraction and the water soluble 
fraction of the hydrogenated crude lecithin as an antibody-detector 
against the heterogenetic antiserum a complement fixation reaction 
was performed. The chloroform soluble fraction was dissolved in 
hot aleohol in a concentration of 1 per cent and diluted with 
physiological saline solution to 30 times its volume. The experi- 
mental results are as follows: 


TABLE VI. 
Complement fixation reaction. 
1. Antibody-producer: Watery extract of dog heart. . 


Antibody-detector: Chloroform soluble fraction of hydrolecithin 
from dog heart. 


Unit of complement eae 

No. of © Detector Antiserum 
rabbit “te + 

2) 4 6 8 TO ie ea Saati Complement Complement 


21 gimmie at mie Ware Ab mee pecaie att tte 
22 He | Ht me Woon (aie lp Sue oa tit 
23 Heo te | Ht | 4h | He | He | Ht 
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Watery extract of dog kidney. 
Chloroform soluble fraction of hydrolecithin 
from dog kidney. 


2. Antibody-producer: 
Antibody-detector : 


Unit of complement j 
No. of c ee * Detector Antiserum 
rabbit l 4 ‘ a He 
“ 2 4 6 8 109 12 Hite omplement Complement 
RL erale scm Ds 
Bl tH | tHe tte | te tHe th 4 «Ht tte Ht 
| | 
| 
32 +t tHe Ht vw yjocute |} ane |) ane Ht 
l 


Watery extract of dog heart. 
Water soluble fraction of hydrolecithin 
from dog heart. 


3. Antibody-producer: 
Antibody-detector : 


Unit of complement D ; 
No. of ; ‘ f a ise 
rabbit 6 8 10 | 12 | 45 Complement Complement 
21 — ~ + +t tt +t tit 4th 
22 —-|—-|# | 4] Hw] Ht 


Watery extract of dog heart . 
Water soluble fraction of hydrolecithin 
from dog kidney. 


4. Antibody-producer: 
Antibody-detector: 


Ra aatee plemenk Detector Antiserum 
No. of = 4 fe 
rabbit 
4 6 8 10 12 15 Complement Complement 
31 - _ Sie tit tit +t tt tt 
32 _ = = Ht Ht tH Ht 


These results indicate clearly that the chloroform soluble 
fraction of hydrolecithin has no charactor as an antibody-detector, 
and its water soluble fraction acts as a detector as powerful as 


the original erude lipoid. 
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From this fact it ean be said that the property of phospholipin, 
usually prepared, as a detector against heterogenetie antibody is 
due to the impurity, which becomes separated from the lipoid by 
the hydrogenation, and is easily soluble in a water layer. 


VI. The serological relation between various heterogenetic 
antigens. 


In this section I tried to examine whether or not the active 
substance as an antibody-detector, which is contained in the organs 
of animals of the guinea-pig type, presents a serological relation to 
each other. In various combinations of heterogenetic antigens and 
antiserum, complement fixation tests were performed. 

The results of which are as follows: 


TasBLe VII. f 
Complement fixation reaction. 
1. Antibody-producer: Watery extract of dog heart. 


— > 
ja. a g =| 
Unit of complement B = = FS 
No. of Antibody- : > 2 z ez 
rabbit detector Sicenre = E a e 
2 4 2 5 3| 4 
6 8 10 i 1 4A 8 ae & 
Alco. extr. of Z 
2 sas x = kes 2 
au dog kidney + a Ht Hr 
22 f -|;-|-/|#)# |e] 4] 4 Ht 
23 ” =, 2 Te. = Ht Ht 4h 4H He 
Alco. extr. of ; 
9 i= ast a —— 
21 horse heart y rf xi = 
22 » —- |-—- | —- | HH ] 4H | tho] 4h fC tH tH 
23 , = = = = + +t te | HE tH 
Alco. extr. of 
ot horsellkidmey, | mule mec) i None bn | eenenn ataad si x tt 
29 i ~ _ ae ae Hh tt tHe tt Ht 
23 * ao] Nhe SP See eh a ee eee +t 
Alco. extr. of 
9 = es ae = 
rh hen heart . + au Ht it 
22 % rane est cen Mic AL ali eer Sr Sa Ht 
23 ” - — = + SHEL |e eteen peectte tt tt 
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2. Antibody-producer: Watery extract of dog heart. 


} Unit of complement B e 5 & 
No. of Antibody- 2 lg, 8 
rabbit detector = 3 ‘B.-A 3 7 
oe eh 6 | TO | BSI ales vey § & 
is) oO 
= Crude lecithin 
9 —_ aes pe = pa = n 
- from dog kidney “ela bl ia 
29, 7 _ - _ + Heo) ie | te tit tit 
23 » —-|/-;/-]/-]-|]+ )# | + ao 
Crude lecithin 
) ie oo Ass a Be 
a from horse heart ike eB tH tt 
929 is - at Altace Hh Hho tHe HH tH tt 
23 » = -|/- — | + | H | tt tit tit 
Crude lecithin 
29 pas —— ne = ae coos 
: from horse kidney ae Te oy 
22 ” — _ — | + | eo] th | 4th it tH 
Crude lecithin 
9° — res = = — 
21 from hen heart range uz oh i 
22 ” = = — Ht tH tH Ht tHe +H 
93 ” _ _ — ++ Ht Ht Ht 4H Hh 
Water soluble 
21 portion from = eo = + | Ht | Hh J tt At y ttt 
dog kidney 
22 ’ ” a = tte att: tHe Ht th Ht Ht 
23 ” i Vea eee RRS eae hey oe He 
3. Antibody-producer: Watery extract of dog kidney. 
- a eg = = 
Unit of complement 3 5 5 = 
No. of Antibody- grea facie 
rabbit detector ae SE 5 
2 4 6 8 10 el toy ee nS BE ° 
.@) iS) 
Alco. extr. of 
. = — — - - + it it Ht 
= dog heart 
32 ” — = = ap oF tt tit tH +t 
31 Aleo. extr. of ia my be ttt atte ane 4 tHe 
horse heart 
2 ” a cs = tt He | He th ano 
; Algo. extr.of | _ aes ms CST Sa ae tit 
34 horse kidney 
Alco. extr. of o/ ne ate eae feng ih ties Hy 
31 hen heart tg 
39 ” — — + +t oie |p iin tit tit 
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4. Antibody-producer: Watery extract of dog kidney. 
= : ts ~ ~ 
f Aaieag =| 
Unit of complement Se ee 
No. of Antibody- 2 2 ene 
rabbit detector | S = Bog 
2 4 6 8 | 20°) 12), 15 Fea & 2 2 
Crude lecithin 2) Wea Ne Oe en es ate aT ae 
a from dog heart | it 
32 x a rede eee fer Ese ic cane He 
31 Crude lecithin = x a eee tae ee re ate 
from. horse heart 
32 ” ~ - Ss eecumeiimeatm atte |) sur + ti 
31 Crude lecithin < i alee Ny iene nna He 4h 
from horse kidney 
32 ” — | — | th | th | Ht | Hh Y tt 4 Ht 
31 Crude lecithin id eee ee ah ed eG Ht a 
from hen heart 
32 ” _ - + Ht alte) atts Ht Ht Ht 
Water soluble 
aii fraction from — = — Game | nae ie S|) th tit Ht 
dog heart 
32 ” = — - So 4) Ete fesitm | eae tit tt 
5. Antibody-producer: Watery extract of horse heart. 
~» + 
% x [=| S — 
: Unit of complement re SNS te ts 
No. of'| Antibody- 348/845. 
rabbit detector £ 2.4" 3S 
24 dy VG ul SS TO a 28 ean get eet 
Oy) i 
Alco. extr. of +a as 
eX dog heart ;: Tigh it Oca eho tt ut 
42 ” as = mired cai ee auru) Sup ate Ht tt 
Alco, extr. of 
uM dog kidney men omamca mui ra Cali is it 
42 ” — — ot eu |e Sui oie | ast tit 
Alco. extr. of 
a horse kidney| ~ | ~ | 7 fh) a ee Ht 
42 ” - ss tie sleGiime Wpertire |) tine cllbesye ih ssi 
Alco. extr. of 
41 hen heart i es aie Ae cit ce ks a He 
42 ” - — tHe it He Hh He 


Studies on the Heterogenetic Antigen.—I. 345 


2 


6. Antibody-producer: Watery extract of horse heart. 


| 
if 


Unit of complement aS E g 
No. of Antibody- S, 8/34 a 
rabbit detector ] mira £ oF, e.2° B 
DAY KOh NB SLO al Ter tg gt cB Ley ae 
; DSO 
| Crude lecithin Ie 
= from dog heart iss z Gur ps ia A tt Ht 
42 ” = = aii |i ait ae |) aie || Sue tt Ht 
Crude lecithin 
from dog kidney S) 7 = gun Mae ne ea ies Ht tt 
42 ” — = +t Ht ate ll stip tHe tt Ht 
Crude lecithin 
a from horse kidney i al a tt au tt 
42 ” =— = He Ht ais) | atin | ate Hh ttt 
Crude lecithin Ee |e ae 
at from hen heart Genie ae neath He Ht 
42 ” = eh cute) eaten) | ate ip Gunes faite tHe ttt 
Water soluble 
41 portion from =) s Se ste! Wate lf cai eas tH ttt 
dog heart 
42 ” — = ane tir ance jum 4 aut tif tt 
Water soluble 
41 portion from = = + que |) aur tne | atte tte tit 
dog kidney 
42 ” = = | He] ae | te | He | UH th tHe 


7. Antibody-producer: Watery extract of hen heart. 


om _ 
r a q q 
Unit of complement 5 5 5 z 
No. of Antibody- > + 21o48 
rabbit detector } = | A E 
Ballta siete, ae l0 11a Wiese eae 
io) Si 
51 | Alco. extr. of ue Eo z SS 1) at pact. 4H. ih 
dog heart 
52 ” _ _ — _ Ht +H +Ht tH ttt 
51 | Alco. extr. of es ae ~ ~ =} etfeg Cain aT 
dog kidney : 
52 ” - - = = ++ Ht Ht He 
Alco. extr. of ¥ oh a ay =e 
at horse heart H+ tt tt 
52 ” — = = = ti tH tH Ht 
Alco. extr. of e Bee tee My 
51 horse kidney i ay - 
52 ” _ _ mn — tt Ht Ht +t 
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8. Antibody-producer: Watery extract of hen heart. 
oe ~ ~ 
Kubwa earn 
Unit of complement & = A 
No. of Antibody- Oy 3 # a 
rabbit detector Ses Ey re =: 
: 2 4 6 Sree Oi leet ial Sabena ey ees 
Crude lecithin a eee he seh, | A ah re 4 
ai from dog heart . 58 
m3 Crude lecithin af, :%. BA ‘ae faa Ne ae ee ms He 
a from dog kidney 
52 ” — ~ - ~ Hh | th | He tH tt 
ie Crude lecithin = = <= = J % ms 
a from horse heart Ht tt 
52 ” — — _ = +t | Ht Ht tit +t 
Z Crude lecithin bd ntl lee ee 
oY from horse kidney TA RES aa iy av 
52 ” os = = Hh ee HE ttt +t 
Water soluble 
On portion of = = = = Gime Wear Al sue tH tH 
dog heart 
52 ” = - — | He | th | 4h | cE Hh tie 
Water soluble ' 
51 portion from ss = = = fa sii | atte tit tt 
dog kidney : 
62 ” = = = SN St WE Sie lie Ht tt 


As can be seen from this data, the heterogenetie antigens, at 
least in the animals experimented on in this work, contain sub- 
stances which are identical in serological reaction. As the control 
test complement fixation reaction was performed with heterogenetic 
antibodies and the alcoholic extract of organs of animals of the 
rabbit type, namely an ox or a rabbit, as an antibody-detector. 
The results showed that organs extract obtained from such animals 
have no property as a detector against heterogenetic antibody. 


VII. The serological relation between heterogenetic 
antibodies and the stroma of the sheep red 
corpuscles. 

With hemolysin serum against sheep corpuscles and the hetero- 
genetic antigen as a detector, complement fixation was performed. 
The hemolysin serum was prepared by injecting suspension of a 
washed sheep red corpuscles into a rabbit. The hemolysin titer 
of antiserum used in this experiment was 1000~2000. 


as 
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The result is shown in table VIII. , 


TaBLE VIII. 
Complement fixation reaction. 


1. Antibody-producer: Sheep red corpuseles. 


Antibody-detector: Alcoholic extract of heteorgenetic organs. 
Unit of complement x 8 5 2 
No. of Antibody- SOAS as BS. iis nk 
rabbit detector 2 S| .A Oe 
2) Md 6? BON 100 TAA Cage tas ey ea eee 
by be Dee 
61 | Dog heart - - — - _ ~ = 4 4h 
62 ” — — —— _ _ _— —_ +H Hh 
61 Dog kidney rs = — os a a ttt tte 
62 ” -_ = — = = a at, 4 4 
61 | Horse heart = = = = ett | eo - He Ht 
62 ” = =: —— = os = a 4 4 
61 Horse kidney = = = - = _ — 4 He 
62 F ea Coke ec) fame a eee (ee aa HH 
61 Hen heart ~ = = = = = os tt tt 
62 3 es Sid tl emer (rm ak Oe create Ht 
2. Antibody-producer: Sheep red corpuscles. 
Antibody-detector: Crude lecithin from heterogenetic organs. 
atest = = 
Unit of complement 8 EB 5 Es 
No. of Antibody- MAR d dey ft See 242/82 
rabbit detector Cine a zs E 
2 4 6 8 10 12 15 A 8 = Ss 
61 | from dog heart | — | — = = a es a Ht it 
62 2” a) = ane 4 ae + +H +H tit 
61 | from dog kidney} — = = = = == ttt tt Hh 
62 ” : —_ — a = = a +H Ht +t 
61 | from horse heart} — = ae a = = mae tt ttt 
62 ” = a = = = = ++ tt tt 
from horse as ae 2] at fies a te 4 att 
61 | kidney 
62 ” -- _ ed = = = tt Ht tit 
61 | from hen heart ms = — = = = ft tit tt 
62 ” — _- _ _ — + tHe tH +t 
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3. Antibody-producer: Sheep red corpuscles. 
Antibody-detector: Purified lecithin from heterogenetic organs. 
—— = east 2 = 
| | Unit of complement Soe, 5 = 
No.of, Antibody- | a S425, 8 
rabbit | detector | | 2 Ey ceme 5 
z Avan aaeO 8 10) | 129 )e tse 5 
| | 8|afe 
» que ae eee! : 
61 | from dog heart chee |) othe it aye sak th | eth tit tt 
62 ” Hh) |) cht Tiel fee eae) Evi tt tt 
61 | fromdogkidney| # | # | + | He | a | | He] Ht 
62 ” yi le ata que i aur |) ae i one | ane tit sit 
61 from horse heart) + Ht tt tH tit Ht tit tie +H 
62 » vie || ait wip |) Gp es} sur i cas yb eur it st 
Ci ee BAR| lie cate TP CHS ages eatin a ee 4 
kidney 
62 | ” | +t ttt +t +t +t Ht +t Ht tit 
4. Antibody-producer: Sheep red corpuscles. 
Antibody-detector: Chloroform soluble fraction of 
hydrogenated lecithin. 
ae : = a 
Unit of complement ae 5 g 
No. of Antibody- Mts S +8 i 42 
rabbit detector £ A) .4* 'e 
a) .4 4° bk 8 lo de) Ise eee 
OO 
61 | from dog heart Het <tr tt it tt tt sit ae tHe 
62 ” Ht Ht Ht +t Hh th +t Ht Ht 
61 | from dog kidney} ++ | tt | ++ | +h | +h | 4H | +H te Ht 
62 ” +H ate i He Ht Ht Ht +H Ht Ht 
5. Antibody-producer: Sheep red corpuscles. 
Antibody-detector: Water soluble fraction of hydrogenated lecithin. 
3S = 
Unit of complement ie eae 5 go 
No. of}, Antibody- 7 : £ 5 I 
rabbit detector ac e ae e 
2 4 6 8 : 1.4 
61 | from dog heart = ce = = amy Wome i catty +t +t 
62 ” ‘ — — _— = tHe He tHe Hh it 
61 | fromdog kidney} — | — | — | — | 4h | Hh-| cE Ak tt 
62 » _ = = a ate Ht Ht tte tH 
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As can be seen from these tables the heterogenetic antigens 
have the property of an antibody-detector against antisheep cor- 
puscle serum. In this case the property as a detector does not 
depend really on lipoid itself but on the combined impurity in it. 

Next using the stroma of the sheep red corpuscles as an 
antibody-detector against the heterogenetic antiserum the comple- 
ment fixation reactions were performed. The stroma was prepared 
as follows: 

Defibrinated sheep blood, filtered through cotton wool, was 
mixed with the same amount of physiological saline solution. The 
erythrocytes were then separated as much as possible from the 
original liquid by centrifugation, and washed three times with the 
addition of physiological saline solution and subjected to centri- 
fugation each time. The erythrocytes thus obtained were hemolyzed 
with the addition of as five times as large volumes of distilled 
water, and the stroma was precipitated from the solution by 
bubbling it through carbon dioxide. The precipitate was washed 
with distilled water repeatedly until no colouring substance existed 
in the supernatant liquid. Then to the suspension of the stroma 
thus obtained a solution of sodium hydroxide was added little by 
_little until it showed a weak alkaline reaction, and a homogenious 
suspension of the stroma was performed. To this solution a current 
of carbon dioxide gas was passed through to precipitate the stroma 
again, and the same procedure of washing was repeated as above, 
. until the stroma became colourless. Then the stroma was dried 
in a vacuum at a temperature of 40°C and obtained a slight 
coloured powder. 

It is obvious from this experiment that the stroma of sheep 
red corpuscles has the property as an antibody-detector against 
the heterogenetic antibodies. 

As the control test the complement fixation reaction was per- 
formed with the heterogenetic antibodies and stroma of ox red 
corpuscles as detectors. The result indicated that such stroma of 
rabbit type animals are dovoid of this property. 

The next question is to what group of substances in the stroma 
this property belongs. To detect this problem I tried the separa- 
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TABLE IX. 
Complement fixation reaction. 


Antibody-producer: Watery extract of organs. 
Antibody-detector: Stroma of sheep red corpuscles. 


Unit of complement 5 g 2 A 

No. of | Antibody- | Antibody- S48) 84 2 

rabbit | producer | detector | sto ueaiarts sauiet 

2/4/6)8)10)J21/15)A Sie. & 

6) o 
21 Dog heart | Stroma ae) : te tr 
22 ” ” —|/—] — |] — |] Ho) aR] HY” tH 
23 ” ” = 8 SSS Ea sinter * tH 
31 | Dog kidney} OTe ree eee ee th ee 2 ee 
32 P ” ame fi) dl cae | 4 
41 | Horseheart] — » — | + | He | He | tt 
49 % ” —|—-|] +] } al] | ae tHe 
ol Hen heart ” ean era Reese ated VorcelStialid gite tir 
52 ” » —-|-|-|-—|+] | 4 +t 


tion of the stroma into two fractions of lipoid and protein-like 
substances. For this purpose an irradiation of the stroma solution 
under the presence of hematoporphyrin, followed by extraction 
with ether and petroleum ether, was attempted according to 
Shimazono’s method. The procedure is as follows: 

Into 200 ce of 1 per cent suspension of stroma of sheep red 
corpuscles hematoporphyrin was added in a concentration of 0.1 
per cent. After standing for 1.5 hours in a dark place the mixture 
was irradiated within a Petri dish for three hours with two 1000 
watt electric lamps at a distance of 30em., avoiding an excess 
heating by cooling with an electric fan. The irradiated stroma 
suspension was made pH 3 by addition of 0.1.N hydrochloric acid 
and mixed well with the same volume of alcohol. To the mixture 
the same amount of ether and petroleum ether were added and 
shaken well. The ether petroleum ether fraction was removed and 
the water fraction was treated as above with ether petroleum ether 
repeatedly until nothing was extracted in the ether portion. The 
water soluble fraction was neutralized and sodium chloride was 
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dissolved in a concentration of 0.1 per cent. The ether soluble 
fractions were added together and completely evaporated in a 
vacuum at a temperature not exceeding 40°C in a slow current of 
carbon dioxide. The dried material was dissolved in a mixture of 
1 part of alcohol, 3 parts of ether and 3 parts of petroleum ether, 

_ filtered and then evaporated. The chloroform solution of this dried 
material was shaken many times with .water in order to remove 
the mixed hematoporphyrin. The chloroform was evaporated and 
the residue was dissolved in ether. The insoluble substance was 
removed by centrifugation and the ether was evaporated. The 
residue was dissolved again in petroleum ether and the insoluble 
substance was removed by centrifugation and the supernatant 
liquid was dried in a vacuum. 

The water soluble fraction thus obtained gave the positive 
precipitation and the colour tests for protein. The N:P ratio 
of the ether soluble fraction was 1.17:1. Using these fractions of 
the stroma as antibody-detector the complement fixation reactions 
were performed against a heterogenetic antibody. The results are 
shown in table X. 

TABLE X. 
Complement fixation reaction. 


1. Antibody-producer: Watery extract of organs. 
Antibody-detector: Ether soluble fraction of sheep stroma. 


3 r=] 

Unit of complement 8 P 5 3 

No. of Antibody- Fae Os | eae 

rabbit producer racy ely y =: 

2 4. 6 8 10 12 15. | A & < & 

hes 

21 Dog heart ttt sit tr Hh tit ir ir it Hie 
22 ” tit tt tr tH tH ste tte tt 
23 ” tHe tit tir tH tHe tt tH tt 
31 Dog kidney ait ate tit tt +t +t ttt tit 
32 ” Ate |) tree yp. eae |( rtpec|ssitsten pas alt estis Ht 
41 Horse heart tt tae le oiiiaea| cake eye un tt tit 
42 ” Ti Sci | cute |) ouitmed agra eeauteem esis att 
51 Hen heart tt tHe tr ttt tt Ht ttt tH 
52 ” dt | He | He | He] HR | | it tte 
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2. Antibody-producer: Watery extract of organs. 
Antibody-detector: Water soluble fraction of sheep stroma. 


a Slee 

; Unit of complement Sra ber os 

No. of Antibody- = re 242/842 

rabbit producer he Se & ¢ | 

2 4 6 8 10 |:12 | 15 }A sla 8 
21 Dog heart = - tt tit tit tit tt tit tt 
22 » = _ tt ttt clipe MegiiT tir tte 
23 2 = we mits tH cigs a ase tir tt 
Bul Dog kidney Ls Sine wlan ats ttt tt |} tH tt ttt 
32 ” =a oi tit tt tit tHe ttt ttt 
41 Horse heart = tit tit tt tit tit tit tit 
42 o = tt tt ttt ttt tt tit tte 
51 Hen heart — + +H te tt at it tH 
52 ” = +t qin Gis te tt tit ttt 


From these experiments we can see that the lipoid fraction of 
the stroma of sheep red corpuscles has no property as a detector 
against the heterogenetic antibody, while its protein fraction is 
active as an antibody-detector. 


CONCLUSION. 


1. The active substance as an antibody-detector against the 
heterogenetic antibody, which is contained in alcoholic extract of 
animals organs of guinea-pig type, combines with the acetone 
insoluble portion (the crude phospholipin), and the acetone soluble 
portion has no antibody detecting property. 

2. The erude phospholipin losses the property as an antibody- 
detector when it is purified by the cadmium chloride double salt 
method. 

3. By the separation of hydrogenated crude lipoid in chloro- 
form soluble fraction and water soluble fraction, the antibody 
detecting property is collected in the water soluble fraction. 

4. The stroma of the sheep red corpuscles has the character as 
a detector against heterogenetic antibody. This action of the sheep 
stroma is due to the property of protein fraction, while the lipoid 
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fraction seems to lack this property. 


For this research, the expense of this work was paid from a 
grant given by the Ministry of Education which gratefully 
appreciate. 
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UBER DIE FERMENTATIVE SPALTBARKEIT VON 
DIOXOPIPERAZINEN. 


I. Mitteilung. Fermentative Spaltung von Dioxopiperazin- 
Carbonsauren. 


Von 


MAKOTO ITIBAKASE. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Medizinischen Fakultét zu Nagasaki. 
Vorstand: Prof. Dr. T. Uchino.) 


(Hingegangen am 22. September 1940) 


KINLEITUNG. 


Seitdem Matsui (1933) und Ishiyama (1933) mitgeteilt 
haben, dass Dioxopiperazine mit freie Carboxylgruppen enthalten- 
den Seitenketten durch Trypsin aufgespalten werden, hat eine 
Sehar von Forschern die Frage der enzymatischen Spaltbarkeit von 
Dioxopiperazinen mit EHifer einer Nachpriifung unterzogen, 
da dieses Problem mit demjenigen der Struktur der Proteine in 
innigem Zusammenhang zu stehen scheint. Die Resultate sind 
jedoch nicht eindeutig. 

Shibata und Tazawa haben in ihren aufeinanderfolgenden 
3elegen (Shibata, 1934; Shibata und Tazawa, 1936; Tazawa, 
1937) berichtet, dass sowohl das Trypsin als auch das Papain und 
Kathepsin befahigt sind, die Ringspaltung von Glycyl-/-glutamin- 
sdureanhydrid zu bewirken. Tamura(1938) hat auch beobachtet, 
dass der Dioxopiperazinring durch Glycerinextrakt des Schweine- 
pankreaspulvers Aufspaltung erleidet. 

Ganz zu gegenteiligen Ergebnissen kamen die Arbeiten von 
Waldschmidt-Leitz und -Gartner (1936), Akabori und 
Takase (1936) und neuerdings Abderhalden (1940). Diese 
Autoren haben gezeigt, dass weder das Trypsin noch irgendeine 
andere Protease imstande sind, Dioxopiperazinringe aufzuspalten. 
Bergmann, Zervas und Fruton (1935) haben auch berichtet, 
dass die Dioxopiperazin-Carbonsiiure durch Papain nicht ange- 
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eriffen wird. 

Da iiber die enzymatische Spaltbarkeit von Dioxopiperazinen 
die Ansichten von in- und auslindischen Forschern heute noch weit 
auseinandergehen, wurde in der vorliegenden Arbeit die Angreif- 
barkeit des Glycyl-l-Glutaminsiureanhydrides durch verschiedene 
proteolytischen Enzyme—Trypsin, Carboxypolypeptidase, Papain 
und Pepsin—gepriift, und zwar mit solchen Enzymen, deren 
Wirksamkeit und Einheitlichkeit zuvor gegeniiber geeigneten Sub- 
straten gepriift worden waren. 


T. SpauTunG DER DIOXOPIPERAZIN-CARBONSAURE DURCH 
TRYPSIN UND CARBOXYPOLYPEPTIDASE. 


Als Substrat fiir die Proteasewirkung diente Glycyl-l-Glut- 
aminsdureanhydrid. Es wurde nach der Angabe von Ishiyama 
(1933) dargestellt. Schmelzp. 225°C. 

Enzymloésungen. Zur Herstellung der Carboxypolypeptidase 
und des Trypsins wurde die Methode von Waldschmidt-Leitz 
benutzt, welche in Bertho-Grassmann’s Biochemisches Prakti- 
kum beschrieben ist. 


A, Als Vorversuche wurde die Wirksamkeit der Enzym- 
losungen geprift, indem man sie auf Casein und 
Chloracetyltyrosin einwirken liess. 

Je leem Hnzymlosung wurde zur Aktivierung mit 1,0 ccm 
Hnterokinaselosung 30 Minuten bei 30°C gehalten. Es wurden 
dann 2,0 ecm n-Glykokoll-NaOH-Puffer und 4,0 eem 2%ige Casein- 
lo6sung oder 0,05 molare Chloracetyltyrosinlésung hinzugefiigt und 
das Reaktionsgemisch iin Thermostaten bei 30°C gehalten. Der 
Verlauf der Hydrolyse wurde durch Bestimmung des Aciditats- 
zuwachses in alkoholischer Lésung mittels Titration mit alkoholi- 
scher 0,1 n-KOH-Loésung nach Willstatter und Waldsehmidt- 
Leitz verfolgt. Da im Falle des Chloracetyl-Tyrosins 4,0 cem 
0,05 molare Losung als Substrat verwendet werden, so entspricht 
der Aciditatszuwachs von 2,0 cem 0,1 n-KOH 100%iger Hydrolyse. 
In jeder Versuchsreihe wurde zugleich ein Kontrollversuch ohne 
Substrat und ferner ohne Fermentlosung angestellt. Die Titra- 
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tionswerte der Kontrollversuche wurden von denjenigen des Haupt- 
versuches abgezogen. Das Pu der Versuchslésung wurde elek- 
trometrisch bestimmt. 

1. Spaltung des Caseins durch Trypsin. Der Versuch wurde 
bei Pu 9 ausgefiihrt, denn nach Nakamura (1940) geht die 
Spaltung des Caseins durch Trypsin bei diesem Pu am schnellsten 
vor sich. Die Resultate sind in Tabelle IT angegeben. 


TABELLE I. 
Spaltung des Caseins durch Trypsin. 
PH=8,92, Temp.=30°C. 


Versuchsdaue Rese ane 
10 Minuten 0,62 
20 ” 0,84 
40 ” 0,91 
80 ” 1,15 

2 Stunden 1,39 
aay 1,62 
6 ” 1577 
8 ” 1,91 

12 ” . 1,95 

24 ” 2,90 


Aus Tabelle I ist ersichtlich, dass die Trypsinldsung eme 
gentigend starke Wirkung auf das Casein besitzt. Ferner zeigte 
es sich, dass nach lang andauerndem Einwirken des Trypsins eme 
Aciditaétszunahme von 2,0 cem 0,1 n-KOH stattfand. 

2. Spaltung des Caseins durch Carboxypolypeptidasc. In 
diesem Versuch wurde die Wirkunge der durch Enterokinase 
aktivierte Carboxypolypeptidase auf Casein gepriift. Die Resultate 
sind in Tabelle II zusammengestellt. Die. Zahlen in Klammern 
zeigen den Hydrolysengrad in Prozentwerten. 

Aus dem Vergleich der Tabellen I und II geht hervor, dass 
unsere Carboxypolypeptidase gegen Casein erheblich schwachere 
Wirkung ausiibt als das Trypsin. Hier ist zu bemerken, dass die 
Resultate in den Tabellen I und [I anniihernd vergleichbare Zahlen 
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TABELLE IT. 
Spaltung des Caseins durch Carboxypolypeptidase. 
Temp. =30°C. 


Acidititszuwachs in cem 


0,1 n-KOH . Spaltung in Proz. 
Zeit in Minuten pe (Sp g ) 


PH=7,99 


Pu=8,43 


PH Oley 


0,01 ( 0,5%) 0,05 ( 2,5%) 0,03 ( 1,5%) 
20 0,03 ( 1,5%) 0,08 ( 4,0%) 0,08 ( 4,0%) 
40 0,08 ( 4,0%) ~ 0,14 ( 7,0%) 0,18 ( 9,0%) 
80 0,21 (10,5%) 0,29 (14,5%) 0,32 (16,0%) 


darstellen, da einerseits das Trypsin nach lang andauerndem Ein- 


wirken einen Aciditaétszuwachs von 2,0 cem 0,1 n-KOH bewirkte, 
und andrerseits im Falle des Chloracetyltyrosins die Aciditats- 
zunahme von 2,0 c¢em .0,1 n-KOH einer vollstandigen Hydrolyse 
entspricht. 


9) 


3. Spaltung des Chloracetyltyrosins durch Carboxypolypepti- 
dase. Fuhrt man die Aufspaltung des Chloracetyltyrosins mit 
Carboxypolypeptidase aus, so tritt eine merklich starke Hydrolyse 
auf, wie aus der folgenden Tabelle III zu ersehen ist. Das 
Wirkungsoptimum wurde bei PH=7,39 gefunden. 


TABELLE III. 
Spaltung des Chloracetyltyrosins durch Carboxypolypeptidase. 
Temp. =30°C. 


Acidititszuwachs in ¢em 


Wei ae ater . 0,1 n-KOH (Spaltung in Proz.) 
PH=6,62 PR PH=7,39 PH=7,68 
40 0,15 ( 7,5%) | 0,40 (20,0%) | 0,46 (23,0%) | 0,29 (14,5%) 
20 0,29 (14,5%) | 0,66 (33,0%) | 0,68 (34,0%) | 0,52 (26,0%) 
40 0,60 (30,0%) | 1,04 (52,0%) |\1,16 (58,0%) 0,78 (39,0%) 
80 0,72 (36,0%) | 1,26 (63,0%) | 1,44 (72,0%) | 1,14 (57,0%) 


4 


4, 


Spaltung des Chloracetyltyrosins durch 


Trypsin. vis 


wurden dann die Spaltungsversuche des Chloracetyltyrosins mit 
Trypsin ausgefiihrt (Tabelle IV). 


Uber die fermentative Spaltbarkeit von Dioxopiperazinen. 


359 
TABELLE IV. 
Spaltung des Chloracetyltyrosins durch Trypsin. 
Temp, =30° C: 
Aciditaétszuwachs in eem 
Zeit in 0,1 n-KOH (Spaltung in Proz.) 
Minuten as = 
é Pt = 71,06, PH=8,09 PH=8337 PH=8,51 PH=9,16 
10 | 0 0 0 0,03 (1,5%) | 0,02 (1,0% ) 
2 0,01 (0,5% ) 0 0,02 (1,0%) | 0,03 (1,5%) | 0,04 (2,0%) 
40 0,01 (0,5%) 0 0,04 (2,0%) | 0,05 (2,5%) | 0,06 (3,0%) 
80 0,02 (1,0%) | 0,04 (2,0%) | 0,05 (2,5%) | 0,07 (3,5%) | 0,07 (3,5%) 


Tabelle [V zeigt, dass die Trypsinlésung nur eine geringfiigige 
Spaltung des Chloracetyltyrosins bewirkt. 
B. 


‘ Unter Verwendung der Enzyme, deren Hinheitlichkeit und 
Wirksamkeit.in der oben dargelegten Weise gepriift wurden, unter- 


Spaltung der Dioxopiperazin-Carbonsdure. 


suchten wir nun die Spaltune des Glycyl-/-Glutaminsaurean- 
hydrides. 
1. Spaltung des Glycyl-Glutaminsaureanhydrides durch Car- 


boxypolypeptidase. Die Versuchsanordnung war die gleiche wie in 
den vorangehenden Versuchen. Je 4,0 cem 0,05 molare Dioxopi- 
perazinldsung dienten als Substrat. 


Tabelle V: zusammengestellt. 


Die Resultate sind in der 


TABELLE V. 
Spaltung des Glycyl-Glutaminsiiureanhydrides durch 
Carboxypolypeptidase. 
Temp. = 30°C. 


Aciditaitszuwachs in cem 


Zeit in 0,1 n-KOH (Spaltung in Proz.) 
Stunden 
eet —=c7 ole Pa=8;08 PH=8,38 PH=8,51 PH=8,85 
4 0,04 (2,0%) | 0,09 (4,5%) | 0,13 ( 6,5% )| 0,08 (4,0%) | 0,03 (1,5%) 
12 0,07 (3,5%) | 0,138 (6,5%) | 0,26 (13,0% )} 0,11 (5,59%) | 0,06 (3,0%) 
24 0,08 (4,0%) | 0,16 (8,0%) | 0,29 (14,5%)| 0,14 (7,0%) | 0,08 (4,0%) 


/ 
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Es zeigte sich, dass die Dioxopiperazin-Carbonsaure durch 
Carboxypolypeptidase, wenn auch nur in geringem Grade, hydro- 
lysiert wird. Das Wirkungsoptimum liegt bei Pu 8,38. Die 
Geschwindigkeit der Hydrolyse des Dioxopiperazins war dennoch 
merklich klein im Vergleich zu derjenigen des Chloracetyltyrosins, 
wie aus Fig. 1 zu ersehen ist. 


I hp FePaan Bp 


Spaltungsgeschwindigkeit des Chloracetyltyrosins und des Glycyl- 


Glutaminsiiureanhydrides durch Carboxypolypeptidase. ; 


Spaltung des Chloracetyltyrosins Spaltung des Glycyl-Glutaminsaure- 
durch Carboxypolypeptidase. anhydrides durch Carboxypolypeptidase. 
Piao) PH=8.38 


(ecm 0,1 n-KOH) 
° — 


Aciditatszunahme 
Hydrolysengrad (Proz.) 


2.7 4 6 8 10 12 14 6 A8 29 “221 24 
Zeit in Stunden 


Zur Kontrolle wurde die Spaltung des Dioxopiperazins durch 
nichtaktivierte Carboxypolypeptidase und ferner durch Entero- 
kinaselésung allein ausgefiihrt. 


TABELLE VI. 


a. NSpaltung des Glycyl-Glutaminsaureanhydrides durch 
nichtaktivierte Carboxypolypeptidase. 


PH=8,32, Temp.=30°C. 


Zeit in Stunden 4 12 24 
Aciditaétszuwachs in cocm 
0.1 n-KOH 0,06 0,08 0,09 


Spaltung in Proz. 3,0% 4,0% 4,5% 
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b. Spaltung des Glycyl-Glutaminsiiureanhydrides durch 
Enterokinaselosung, 


PH=8,25, Temp.—30°O, 


Zeit in Stunden 4 aly 24 
Acidititszuwachs in ccm a 
‘ 01 KOH 0,01 0,04 0,04 
Spaltung in Proz. 0,5% 2,0% 2,0% 


Tabelle VI zeigt, dass die nichtaktivierte Carboxypoly peptidase 
gegentiber Dioxopiperazin viel schwiachere Aktivitit als die akti- 
vierte besitzt. 


2. Spaltung des  Glycyl-Glutaminsiureanhydrides durch 
Trypsin. Auf gleiche Weise wurde dann die Wirkung des 
Trypsins auf Dioxopiperazinearbonsiure gepriift. Die Resultate 
sind in Tabelle VIT angegeben. 


TABELLE VII. 


Spaltung des Glyeyl-Glutaminsiiureanhydrides durch Trypsin. 


Temp.=30°C. 
Aciditatszuwachs in eem 
: 0,1 n-KOH (Spaltung in Proz.) 
Zeit m Stunden 
PH=8,21 PH=8,56 
4 0,02 (1,0%) 0,04 (2,0%) 
; 12 0,03 (1,5%) 0,08 (4,0%) 
24 0,07 (3,5%) 0,08 (4,0%) 


Tabelle VII zeigt, dass eine asserordentlich geringe Spaltung 
der Dioxopiperazin-carbonsaéure durch die Trypsinlosung statt- 
findet. Dies beruht wohl darauf, dass unser Trypsin noch spur- 
weise Carboxypolypeptidase enthielt. 

Die Wirkung des nichtaktivierten Trypsins und der Entero- 
kinase allein auf das Dioxopiperazin wurde dann untersucht. Aus 
der folgenden Tabelle VIII ist zu ersehen, dass sich dabei keine 
Zunahme der Aciditaét beobachten liess. 
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TABELLE VIII. 
a. Spaltung des Glyey]-Glutaminsiureanhydrides durch 
nichtaktiviertes Trypsin. 


PH=910L Wenip-—s0ee: 


Zeit in Stunden 4 12 24 45 
Acidititszuwachs in cem 5 ; 3 0.02 
0,1 n-KOH 0,08 0,0 0,05 sri 
Spaltung in Proz. 1,5% 0,0% 1,5% 1,0% 


b. Spaltung des Glyeyl-Glutaminsiureanhydrides durch 
Enterokinase. 


PH=8,93, Temp.=30°C. 


Zeit in Stunden 4 + £2 24 | 48 

Aciditatszuwachs in cem 28 A F 
NL kon 0,0 0,01 0S ee A 
Spaltung in Proz. 0,0% | —0,5% —0,5% | 0,5% 


) 


3. Spaltung des Glycyl-Alaninanhydrides und des Glycyl- 
prolinanhydrides durch Carboxypolypeptidase, © sowie durch 
Trypsin. Das Verhalten der Carboxypolypeptidase und des 
Trypsins gegentiber Glycyl-Alaninanhydrid und Glycyl-Prolinan- 
hydrid wurde dann ermittelt. Die beiden Anhydride waren die- 
jenigen Produkte, welche von Uchino(1934) und Konuma(1938) 
in ihren Untersuchungen iiber die partielle Spaltung der Proteine 


aus Abbauprodukten des Seidenfibroins und der Gelatine isoliert 
wurden. 


TABELLE IX. 
a. Spaltung des Glycyl-Alaninanhydrides durch Carboxypolypeptidase. 
PH=8,28, Temp.=30°C, 


Zeit in Stunden 4 12 24 


Aciditatszuwachs in eem 
0,1 n-KOH be: OOF 0,02 


Spaltung in Proz. 1,0% 0,5% 1,0% 
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b. Spaltung des Glyeyl-Prolinanhydrides durch Carboxypolypeptidase. 


Pa 7p Of eeDempe—3 0 iC 


Zeit in Stunden 4 12 | 24 
| ee yt Es 
Aciditiitszuwachs in cem | 105 
0,1 n-KOH 0,04 0,04 } 0,05 
Spaltung in Proz,. 2,0% 2,0% 2,070 


TABELLE X. 


a. Spaltung des Glyeyl-Alaninanhydrides durch Trypsin. 


Temp. =30°C! 


Acidititszuwachs in ecm 
0,1 »-KOH 


(Spaltung in Proz.) 


PH= 9525 

0,04 (2,0%) 
0,03 (1,5%) 
0,07 (8,5%) 
0,04 (2,0%) 


0,01 (0,57%) 
0,01 (0,5%) 
0,01 (0,59) 
0,0 (0,0%) 


b. Spaltung des Glyeyl-Prolinanhydrides durch Trypsin. 


Temp. =30°C. 


Zeit in Stunden 


Aciditiitszuwachs in cem 
0,1 n-KOH 


(Spaltung in Proz.) 


PH=9,08 


PuH=8,49 


0,02 (1,0%) 
0,01 (0,5%) 
0,0  (0,0%) 
0,0 (0,0%) 


0,0 (0,0%) 
0,02 (1,0%) 
0,0 (0,0%) 
0,0 (0,0%) 


Aus den Tabellen IX und X ergab sich, dass die beiden An- 


hydride 


(Glyeyl-Alaninanhydrid 


und 


Glyeyl-Prolinanhydrid) 


weder durch Carboxypolypeptidase noch, durch Trypsin angegriffen 


werden. 
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C. Anstatt der Ermittelung der Acidititszunahme wurde 
-ur weiteren Bestatigung der enzymatischen Spalt- 
harkeit der Dioxopiperazin-Carbonsdure die 
Menge des ungespalten gebliebenen 
Anhydrides verfolgt. 


Dazii wurde die Sasakische Carbonylreaktion (1921) ver- 
wendet, welche darin besteht, dass das Dioxopiperazin in alkalischer 
Losung mit Pikrinsiure erwirmt eine rote Farbung gibt. Die 
Ausfiihrung der Reaktion gestaltet sich wie folgt. Nachdem 1,0 
cem Carboxypolypeptidaselésung mit 1,0 cem Enterokinase aktiviert 
wurde, wurden 2,0 eem n-Glykokoll-NaOH-Puffer und 4,0 eem 0,05 
molare Glycy!-Glutaminsaéureanhydridlosung hinzugefiigt und bei 
30°C gehalten. Aus diesem Reaktionsgemisch wurde von Zeit zu 
Zeit eine Probe von 1,0 cem entnommen, 0,5 cem gesattigter Pikrin- 
siurelésung hinzugeftigt und danach 2,0 cem gesattigter Natrium- 
carbonatlisung. Die Losung wurde dann iiber einer freien Flamme 
bis zum eben beginnenden Sieden erhitzt. Nach 10 Minuten wurde 
sie mit 1,5 cem Wasser versetzt, abgektihlt und kolorimetriert. Zur 
Kontrolle wurde die Spaltung sowohl des Glycyl-Alanin- als auch 
des Glyeyl!-Prolin-Anhydrides auf gleiche Weise ausgefiihrt. Als 
Standardlosung diente die Lésung, welche aus 1,0 cem 0,01 oder 
0,02 molare Glyeyl-Alaninanhydridlésung hergestellt wurde. Fiir 
den Versuch mit Glycyl-Glutaminsdureanhydrid war 0,01 molare 
Lésung geeignet, denn bei diesem Anhydrid war die auftretende 


TABELLE XI, 


a. Spaltung des Glycyl-Glutaminsiiureanhydrides durch 


Carboxypolypeptidase. 
Temp. = 30°C. 
Farbenintensitat 
Zeit in Stunden 
PH=7,92 PH=8,19 
0 100,0 100,0 
4 95,6 88,6 
12 92,9 87,5 


24 EB 77,5 
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b. Spaltung des Glyeyl-Alaninanhydrides durch 
Carboxypolypeptidase. 


Temp. = 30°C. 
Farbenintensitit 
Zeit in Stunden ; =a aes SS 
= 12 ice— toy ABE PH =9,03 
0 100,0 100,0 
4 100,0 99,5 
12 99,4 98,5 
24 98,8 99,5 
48 100,0 99,5 


ce. Spaltung des Glycyl-Prolinanhydrides dureh 
Carboxypolypeptidase. 


err 1S 9 Gses Denis 3 Os Oc 


Zeit in Stunden 0 4 12 24 48 


Farbenintensitat 100,0 100,5 100,0 99,5 100,0 


rote Farbung halb so stark wie die der tibrigen Dioxopiperazine. 
Die Zahlen in der folgenden Tabelle XI geben die Farbenintensitat 
an, wenn man diejenige der sofort nach der Substratzugabe heraus- 
genommenen Probe gleich 100 setzt. 

Die Resultate in der Tabelle XI zeigen eine zweifellose 
Spaltung des Glycyl-Glutaminsiureanhydrides durch Carboxy- 


polypeptidase. 


Il. Spautrune per DIoxoPprrERAZIN-CARBONSAURE 
DURCH PAPAIN. 


Als Enzym wurde 2%ige Lésung von Papajotinum-Merck 
(1:200) verwendet. Es wurde nach dem Verfahren von 
Willstitter und Grassmann (1924) mit Blausdure aktiviert. 
Zur Herstellung der Blausiurelésung wurden 5 cem 6% igen Losung 
von Kaliumeyanid, die sich in einem 10-ccm-Messkolben befinden, 
mit n-Salzsiure unter Verwendung von Methylrot als Indikator 
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neutralisiert und das Volumen auf 10 cem erganzt. Die Losung 
wurde fiir jedem Versuch frisch bereitet. 


A. Zuerst wurde die Wirksamkeit der Enzymlésung gepriuft, 
indem man sie auf Gelatine einwirken less. 

Da nach Nakamura (1940) das Papain die Gelatine optimal 
bei Pu 4,9 angreift, so wurde der Versuch bei diesem PH vorgenom- 
men. 

5eem Papainldsunge wurde mit 10cem 1/5 m-Dinatrium- 
citratldsung und 2 cem Blausdurelésung versetzt und 2 Stunden bei 
40°C gehalten. Um die gewiinschte Aciditét der Losung zu 
erreichen, wurde dann 0,0—-0,4cem 1/5 n-Salzsiure hinzugeftgt 
und das Volumen mit Wasser auf 25,0 cem gebracht. Dann gibt 
man 25,0 cem 2% ige Gelatinelésung hinzu. Die Losung wurde bei 
40°C gehalten und von Zeit zu Zeit eine Probe von 8,0 cem ent- 
nommen. Der Verlauf der Spaltung wurde durch Bestimmung der 
Aciditatszunahme mittels Titration mit 0,1 n-KOH-Losung nach 
Willstatter und Waldschmidt-Leitz verfolgt. 


TABELLE XII. 
Spaltung der Gelatine durch Papain-HCN, 
PH=4,91, Temp.=—40°C. 


Zeit in Minuten 10 20 40 80 


Aciditatszuwachs in 
cem 0,1 n-KOH 0,46 0,64 0,80 0,96 


Aus Tabelle XII ist es ersichtlich, dass die Papainlésung eine 
gentigend starke Wirksamkeit besitzt. 


B. Spatiung des Glycyl-Glutaminsdureanhydrides 
durch Papain. 
Ganz in gleicher Weise wie das vorangehende Experiment 
wurde die Spaltung der Dioxopiperazin-carbonsiure durch Papain 
ausgefiihrt. 0,02 molare Lésung von Glyeyl-Glutaminsiure- 


anhydrid wurde als Substrat verwendet. Die Resultate sind in 
Tabelle XIII angegeben. 
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TABELLE XIII. 
Spaltung der Glycyl-Glutaminsiureanhydrides durch Papain. 


Temp. —402.6, 
| Aciditatszuwachs in cem 
_ Zeit in Stunden 0,1 n-KOH (Spaltung in Proz.) 
PH=4,32 Pu=5,14 PH=6,06 
48 —0,02 (—1,0%) 


Ks hat sich ergeben, dass die Dioxopiperazin-Carbonsdure der 
Einwirkung des Papains zu widerstehen vermag. 


Jil. Spauruna DER D1r0oxoprPERAZIN-CARBONSAUBE 
DURCH PEPSIN. 


2%ige Losung von Pepsinum puly. solubile (Merck) in 0,1 
n-Salzséure wurde als Enzym verwendet. 


A. Zunichst priiften wir die Wirksamkeit der 
Enzymlosung auf Casein. 

Da das Wirkungsoptimum des Pepsins auf Proteine nach 
Uchino (1940) bei Pu 0,9-0,1 liegt, wurde der Versuch bei 
diesem Pu ausgefiihrt. Als Mass fiir den Verlauf der Hydrolyse 
diente die Bestimmung der Aciditatszunahme nach der Methode 
von Willstatter und Waldschmidt-Leitz. 


TABELLE XIV. 
Spaltung des Caseins durch Pepsin. 


Pu=0,95, Temp.=30°C. 


Zeit in Minuten 10 20 40 80 


Acidititszuwachs in re 6 
cem 0,1 n-KOH 0,33 0,43 0,51 0,65 


Spaltung in Proz. 16,5% 21,5% 25,59 32,5% 


B. In der gleichen Weise wurde dann die Spaltbarkeit des 
Glycyl-Glutaminsiureanhydrides durch Pepsin geprift. 
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TABELLE XV. 
Spaltung des Glycyl-Glutamin§aureanhydrides durch Pepsin. 


PH=1,12, Temp.=30°C. 


Zeit in Minuten 10 20 40 80 
Aciditittszuwachs in 0,01 0,02 0,05 0,04 


eem 0,1 n-KOH 


Spaltung in Proz. 0,5% 1,0% 2,5% 2,0% 


Hier zeigte es sich, dass die Dioxopiperazin-Carbonsaure fiir 


das Pepsin unangreifbar ist. 


IV. ZuSAMMENFASSUNG UND SCHLUSS. 


1. Die Spaltbarkeit der Dioxopiperazine durch Trypsin, 
Carboxypolypeptidase, Papain und Pepsin wurde gepruft und es 
wurde festgestellt, dass die Carboxypolypeptidase wenn auch nur 
in geringem Grade das Glyeylglutaminséureanhydrid anzugreifen 
vermag. ' 

2. Die MHydrolysengeschwindigkeit des Dioxopiperazines 
dureh Carboxypolypeptidase war dennoch ausserordentlich klein 
im Vergleich zu der des Chloracetyl-Tyrosins. 

3. Zur Ermittelung der erfolgten Aufspaltung wurde neben 
der Aciditaétzunahme die Menge des ungespalten gebliebenen An- 
hydrides auf kolorimetrischem Wege bestimmt. 

4. Die von einigen Forschern bis jetzt gemachten Beobachtun- 
gen, dass die Dioxopiperazin-Carbonsdure durch Trypsin an- 
gegriffen wird, beruhen wohl darauf, dass das angewandte Ferment- 
praparat Carboxypolypeptidase enthielt. 


Herrn Prof. Dr. T. Uchino bin ich zu herzlichem Dank ver- 
pflichtet ftir seine freundliche Leitung bei dieser Arbeit. 


Die vorliegende Untersuchung wurde mit Mitteln des Unter- 


richtsministeriums fiir wissenschaftliche Forschung durchgefiihrt. 


T. Uchino. 
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STUDIEN UBER DIE HARN-PROTEASE. 


III. Mitteilung. Uber die Krebsdiagnose mittels der 
Harnprotease. 


Von 


SIGHTADA TUNO. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Kaiserl. Kyusyu-Univ. zu Hukuoka, 
Japan. Direktor: Prof. Dr. K. Kodama.) 


(Hingegangen am 22. September 1940) 


I. ENuerruna. 


Infolge der grossen chirurgischen Fortschritte ist nun der 
Krebs keine absolut unheilbare Krankheit mehr, und zwar bringt 
die friihzeitige totale Exstirpation des Krebses oft vollkommene 
Heilung. Deshalb ist es die Pflicht jedes Forschers, den Krebs 
moeglichst friihzeitig sicher zu erkennen. Zu diesem Zwecke wurden 
schon mehrere verschiedene Serum- und MHarnreaktionen aus- 
gearbeitet, aber bis jetzt fand sich leider noch keine sichere 
diagnostische Reaktion. 

Ich habe mit Harn von Krebs-, Uleus- und Tuberkulose- 
Kranken und von Gesunden die Abderhaldensche Reaktion zu 
dem Zwecke nachgepriift, deren kliniseche Verwendbarkeit sicher 
zu beobachten. Abweichend von der Abderhaldenschen Methode 
habe ich eine quantitative Bestimmung der durch das Abwehrfer- 
ment abgebauten Produkte (Aminosaduren) des gekochten Krebsei- 
weisses durch Farbenreaktionen mit /-Naphtho-chinon-sulfonat- 
soda-Lésung mittels Pulfrichs Stufenphotometer durchgefihrt. 


II. DaRSTELLUNG DES SUBSTRATES. 


Der ganz frische Tumor wird zunachst mechanisch von den 
anhaftenden Blutgerinseln, nekrotischen Teilen, Fett und gesunden 
Geweben befreit. Dann zerschneidet man dieses Tumorgewebe 
(insbes. die Tumormitte) in etwa reiskorngrosse Stiickchen, 
quetscht dies in kaltem destillierten Wasser aus und tibergiesst es 
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(zur Blutentfernung). Dann legt man diese Stiickchen in kaltes 
destilliertes Wasser und lisst sie im Hisschrank ca. 6 Stunden 
stehen (zur weiteren Blutentfernung durch Haemolyse). 

Nach diesem Verfahren zerreibt man diese Stiickchen in der 
Reibschale, wischt mit destilliertem Wasser aus, und gibt sie dann 
in kochendes Wasser (mit etwa 1-2 Tropfen Hisessig auf ein Liter 
Wasser). Man kocht nun 10 Minuten lang, giesst dann das 
Kochwasser ab und spilt das Gewebe unter Ausdriicken ca. 5 
Minuten lang griindlich mit destilliertem Wasser und wiederholt 
das Kochen mit neuem Wasser (ohne Essigséure darin). Die 
Kochdauer betrigt nun ca. 5 Minuten. Das Kochen, Abgiessen 
des Kochwassers, Abspiilen des Gewebes und das erneute Kochen 
fiihrt man ohne jede Unterbrechung 5mal durch. 

Dadureh, dass man diese Masse mit Aceton, Aceton-Ather- 
Mischung und Athér behandelt, entfernt man die Lipoide und 
Fette von den Substraten und trocknet sie gleichzeitig. Nach dem 
Trocknen werden die Substrate im Morser zu einen feinen Pulver 
zerrieben. Man sterilisiert dann das Pulver im Aufbewahrungs- 
gefass bis 80°C. 


Ill. ErcHuneG DER SUBSTRATE. 


Die Brauchbarkeit und Zuverlassigkeit der Abderhalden- 
schen Reaktion steht und fallt gerade infolge ihrer grossen 
Spezifitat mit der Beschaffenheit der Eiweisssubstrate. Diese 
bedtirfen daher einer sorgfaltigen Priifung und Uberwachung, 
bevor sie bei klinischen Untersuchungen Verwendung finden. 

Die Hichung der Substrate soll man je 2mal im Harn von 
Krebskranken und von Gesunden durchfiihren. Verhialt sich das 
neu, hergestellte Substrat bei 2mal wiederholten Untersuchungen 
stets so, dass die Reaktion bei Ansatz mit Krebsharn positiv und 
mit Gesundenharn negativ ausfallt, so ist ‘die Brauchbarkeit des 
neuen Praparates erwiesen. 

Man muss mehrere solcher gut bewahrter Substrate darstellen, 
untereinander mischen und in der Reibschale zerreiben und dann 
die eigentliche klinische Anwendung dieser Substrate vornehmen. 
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IV. AMINO-STICKSTOFF-BESTIMMUNG. 

Bei der quantitativen Bestimmung des Amino-N der Be- 
_britungsfliissigkeiten habe ich die modifizierte Florkinsche 
Methode (1937) angewandt.. 

- Die Einzelheiten sind folgende. 


1. Man pipettiert eine bestimmte Menge Abbildung 1. 
(1-3 ecem) der Bebriitungsfliissigkeiten in das 2 


in Abb. 1 gezeigte Messroéhrehen und fillt mit 
destilhertem Wasser bis zur Marke von 5 ecm. 
2. Nach Addition eines Tropfens 0,25% 
iger Phenolphthaleinalkohollésung tropfelt man 
0,.1N Natronlaugel6sung langsam durch die soot fk 
Mikrobiirette. Wenn eine dauernde rotliche 
Verfarbung auftritt, bricht man das Zutrépfeln 


a Hs re é 10cem 
ab und ftigt destilliertes Wasser bis zur Marke 


deem 


von 10 cem zu. 

3. Dann setzt man 3.cem Salzséure-Borat- 
Puffer (Pu 8,3) und 2cem frisch geloster 0,5%iger f-Naphtho- 
chinon-Sulfonat-Soda-Losung zu und stellt dies ca. 24 Stunden 
dunkel. 

4. Nun setzt man ein Entfarbungsmittel, d. h. 2 cem Formalin- 
Sadurelosung und 2 ecm 0,1 M Na-Thiosulfatlosung, in das Messrohr- 
chen zu, um das tiberfliissig Chinon zu entfarben. 

5. Dann fiillt man dieses Messréhrehen bis zur Marke von 
25cem mit destilliertem Wasser und schiittelt gentigend. Nach 
einigen Minuten untersucht man die Extinktionskoeffizienz dieser 
Lésung durch das Pulfrich-Stufenphotometer mit Filter S47. 


6. Mit der oben beschriebenen modifizierten Florkinschen 
Methode habe ich mehrmalige quantitative Bestimmungen des 
Amino-N der Standardloésung durchgefiihrt. Diese Standard- 
lésungen sind Mischungen von Glykokoll und Glutaminsaure, und 
zwar enthilt je 1 ecem davon 0,01, 0,02, 0,03, 0,04, 0,05, 0,06, 0,07, 
0,08, 0,09, 0,1, 012mg Amino-N. Abb. 2 zeigt die Beziehungen 
zwischen Amino-N und Extinktionskoeffizienz in einer Kurve. Man 
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Abbildung 2. 


6=43° 
= cot 0=1,07 
08 X=y cot.é=1,07 y 
0.7 Aas -1,07K=0,107Kme 
0-6 i 
A (mg/dl) =0,107K a eS 
0-4 


Z=cem-Zahl der benutzten 
Bebriitungsfliissigkeit. 


0-1 9 A= Amino-Stickstoff. 
Ke Extinktionskoeffizienz. 


Extinktionskoeffizienz (K) 
[—} 


002 00F 006 O08 OL O12 mg. 
Amino-Stickstoff (A) 


kann also die Amino-N-Menge der zu prifenden Bebritungs- 
fliissigkeiten von dieser Kurve ablesen. 


V. BEHANDLUNG VON HARN UND SUBSTRAT. 


Der frische Morgenharn wird zuniachst auf seine Reaktion 
gepruft und das Pu durch Zugabe von 1N Salzsaure oder Natron-. 
lauge auf ca. 7,0 eingestellt. Dann wird der Harn nach erfolgtem 
Filtrieren in der Zentrifugierrdhre mit dem gleichen Volumen 
Aceton gefallt. In der Regel wandte ich 380cem ‘Harn von 
sp.G.=1020 an. 

Weicht das spezifische Gewicht des Harns von 1020.ab, so habe 
ich folgende Berechnung angestellt. 


z. B. wenn das sp. G. 10380 ist: 
1030X +1000 (30—X) =1020- 30 
30X= 600 
X= ~ 20 
wenn das sp. G. 1010 ist, 
1010X +1000 (30—X) =1020 - 30 
10X= 600 
b.G= AGN): 


Der Azetonniederschlag wird 10 Minuten lang scharf zentri-. 
fugiert (38000 Umdrehungen/Min.). Vom Zentrifugat wird die 
Flissigkeit abgegossen und zur Entfernung noch anhaftender 
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Azetonteile das Zentrifugierréhrchen mit der Spitze nach oben auf 
eine Lage Filterpapier gestellt. Hierauf wird der Niederschlag 
im Zentrifugierréhrehen mit 15,5cem 0,9%iger Kochsalzlisung 
ubergossen und durch Riihren mit einem Glasstab darin gleich- 
massig verteilt. 

= Ich pipettierte nun je 5cem von dieser Fermentlisung in 3 
kleine Zentrifugierréhrehen (A, B, C). 


A=KHigentlicher Versuch: Substrat 10 mg zugesetzt 


B= Kontrollversuch: Ferment durch Erhitzen inaktiv gemacht, 
dann 10 mg Substrat zugesetzt 
C= Kontrollversuch: Ohne Substratzusatz. 


Die 3 Rohrehen werden hierauf mit Gummistopfen  ver- 
schlossen und ohne weiteren Zusatz etwa 45 Stunden bei 37°C auf- 
bewahrt; man lisst das Ferment auf das Substrat wirken. 

Nun werden die Rohrehen wiederum 10 Minuten scharf zentri- 
fugiert und an der tiberstehenden Bebriitungsfliissigkeit die oben 
beschriebene Messmethode durechgefihrt. 


VI. ReESULTATE. 


Die entstandene Amino-N-Menge betraigt von jedem Substrat 
zwischen 0,01-0,04meg. Zieht man diese Menge von der Be- 
briitungsfliissigkeits-Amino-N-Menge ab, so stimmt die Amino-N 
von beiden Kontrollen (B und C) im Rahmen des Experiment- 
fehlers vollkommen iiberein, aber bei eiweisshaltigem Harn ist das 
nicht der Fall. 

Um ein méglichst sicheres Resultat zu gewinnen, habe ich 
solche Kranken ausgewahlt, die im Krankenhause durch genauere 
Untersuchung, und zwar in fast allen Fallen von Krebskranken 
durch Operation sicher diagnostiziert worden waren. 

In dem Versuch sah ich mehr als 0,25 mg als positiv, und 
weniger als 0,24 mg als negative Reaktion an. Als Resultat ergibt 


sich folgendes. 
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TABELLE I. 
Oesophaguskzvebse. 
an 
Amino-N (mg/dl) 5 
Nr,| Name Alter Datum is 3 Substrat 
ee Eigentl. Kont- Abbau | 2 
Versuch| rolle a 
DSR AKSR | ORS 3. VII. 1939 1,81 Si 0,06 — | Magenkrebs 
ull sINieo wi 486 4. » ” 1,20 0,93 0,27 + ” 
3/7. M. | 502 3, 9 ” 2,13 2,06 0,07 _ ” 
/ 
4|N; N:; |} 45.6. | 12. ” 5,46 4,99 0,47 + ” 
Pyfali a Lemna, tive hero sem [ied eran? ” 4,84 4,55 0,29 + | Darmkrebs 
6|C. <A. | 606 } 13. > ” 7,80 7,80 0,00 — 3 
HOIST xg meee eee) TRS a 2,90 2,89 0,01 | — | Magenkrebs 
8|M. K. | 643 1. TT. 1940 0,92 0,62 0,30 + ” 
9}|M. A. | 563 | 27. » ” 3,38 3,02 0,36 ” 
10,1 N. O, | 346 een Vie ee? 3,60 3,25 0,35 + ” 
Lym phdriisen- 
Tee MS Ss QSOs 2? ” 2,33 2,25 0,08 _ metastase 
d. Oesophagus- 
krebses 
i et eG eal ue me olen? ” 2,45 1,97 0,48 din ” 
13 - M. | 508: | 11. VEL. 1939 5,46 4,92 0,54 Is ” 
14}M. K. | 536,\| 27. » ” 5,15 3,75 1,40 + ” 
15 | K. M. | 556 aR Depa 4,90 2,30 2,60 + ” 
LG | ose Ee a0) Sain ees ” 4,10 3,24 0,86 + ” 
a PS CEG D Opal lignes » 3,82 1,87 1,95 + ” 
TST eRa Mi OOO a eb ee laVienae? 2,98 0,85 2,13 + ” 


Bei der Anwendung von ungeeignetem Substrat (Magenkrebs- 
substrat in diesen Fallen) sah ich geringere Spaltung als von 
geeignetem (Oesophaguskrebsmetastase), wodureh der Prozentsatz 
der Treffsicherheit herabgesetzt wird. 


Studien tiber die Harn-Protease.—III. 


TABELLE IT. 
Magenkrebse. 


Amino-N (mg/dl) cS) 

Nr.| Name | Alter Datum Gissnitimiccat a z Bemerkungen 
Versuch} rolle pa a 
19| K. D. | 659 | 4.1X.1939] 4,30 1,40 B00) | 0-8 
PAVE MES ASS ia | Gieeo ee 1,76 1,25 OGae leer 
Dis eM ANC MSS S| GS a9» ass 7,02 5,67 a5 these 
BOP Sa Ol a5b Shits om ps 2,27 1,90 OST Sher 
S3y PENG. [SST |20ne. > 6,04 4,43 HAG vA eer 
D4 5}eM, ON. | 57-6 Wa, » + 2 5,88 5,60 Oi28s 5) 
25 HOGS) 28 9 2,50 2,18 0,32 | + 
96) K: K. | 526 125, » >» 7,25 4,74 2,51 | + 
27 |M. O. | 533 |25. » » 1,92 1,50 6,42 + 
BOE ON 19528 125. 57 5) 2,40 1,45 09540 
29| EB. M.| 678 |26. » » 3,90 1,75 216 an 
SOU Se Niel s58S OR: Nosh) o> 3,10 2,05 105° | 4 
Sele Dee Pee TOUS 0:, 3) As 3,85 3,30 0,55 | + 

BOG Nag o i Oe Re Ko us 1,45 1,07 0,38 | + |Harn-Hiw.(+) 
Sn Ee TG 156. 4189) on bs 2,35 2,07 0,28 5 |e 
SOMES Noni GIcS iri 1. 992s 4,65 3,20 1460 ep 
85 |S) Wie 329 18% 3,42 1,82 1,60 | + 
86 (RN. 32.3 | 14; i, 1,70 0,95 O75 4) 4- 
37 |S. 8. | 593 |24. » » 5,70 5,40 0,30 | + 
AGO Vo VSO 6 2d oo) 5,50 5,45 C05) 
SO (kT ET | GORA OA ish | 9s 3,42 2,32 VIG" | = 
40 | H. K.|/ 319 [25. » » 7,80 5,45 235 | 4 
AT NEV, N62 3025. 1 6,78 5,33 A5 W |e 
Be TO OV BS MOEN To 5s 4,30 3,56 Osrae eas 
AP SEGRE A hig secant, 28006 2.60 if 080 

Ad \KOAL: SsOSS be Sesser 2,72 2,70 0,02 | — |Harn-Hiw.(+): 
AG AS Kosh DS Sait 8.02) 9 5,90 4,87 1,087 tec 
461°. “Ki 45 2 \ 987, 1939 ||, 8,05 1,80 T4505) 
47 | 9. H.|.698 | 30. I. 1940] 1,97 1,40 O.57= Wee 
48 (TK) (522 lie 2,67 1,30 L387 es: 
49 | J. M.| 588 stash hs 4,50 4,05 0.25) a) ak 
50 Gil UW. FOS) 10s 3,05 2,53 0522 ae 
51 | M. S. | 68¢ (14. » » 4,43 4,17 0,26 | + 


378 S. Tuné: 
52 | K. Y. | 528 |14. 11.1940 | 2,08 1,82 0,26 | + 
BS Ge eRe O40 205 23) 2 2,35 2,09 0,26 + 
54 | BF. M.,| 548 |22. » » 1,35 0,62 0,73 + 
Be (ed Sh ASS ees 2 1,46 0,68 0,78 Sin 
56 | M. H. | 392 |26. » — » 4,01 3.73 008 ie. 
BT i pXian cle | \eok ee TOM 22k 5 oie 3,76 3,33 0,41 + 
FSS, aela il) C2QGet2Sa see (198 1,50 0,48 +6 
59 | Ts oT. | 322 8, TIT. ©» 1,40. 1,07 0,33 as 
60 | K. S. | 403 62 2a» 1,06 0,81 0,25 os 
Clee DY “Ws AOSOu tt LO 22a. 2? 5,28 4,40 0,88 ae 
GOA MTs AKG, (eos Ley 32 99 3,03 2,76 0,27 oa 
63] EH. B. | SUS |20,% . 9 1,93 1,48 0,45 | + 
64] M. M. | 596. |24.IV. » 3,46 3,39 0,11 - 
65 |N. S. | 306 SG Vic hie? 2,38 2,35 0,03 — 
66:| J..M. | 533 Sa ee? 1,98 1,32 0,66 + 
Ot Whe TY eas Bag? wee 7,18 6,42 0,76 + 
68 | M, i. | a3 4. 9 9» 1,39 1,14 0,25 + 
695) Ya aD O26 4. 9 » 7,30 6,90 0,40 + 
70) M. I. | 426 Oe 999s 1,82 1,50 0,32 oF 
TAGS eA Gras D>» 3,58 1,59 1,99 oh 
FN ME TONG, SiO 22) 033 2,44 2,03 0,41 a5 
Phase Me ANS || aston pal) See 1,44 1,07 0,37 + 
C4, ee (Di 43'S oh LON Fs 1,58 1,34 0,24 - 
To | Ka, Ty | 89'S) Waa, VV. 1940 4,01 3,58 0,43 + 
STOeIe Sa la O46o Helos ares 1,46 1,02 0,44 oh 
Udit Nay Re | pO oes eid a) > 7,68 7,40 0,28 Se 
fish hte Sh PaO (PAE ee 1,88 1,64 0,24 - 
TO eid Stop et Coen | crete coy ao 2,32 2,05 0,27 ie 
80} S. S. | 446 | 25. » 9 3,85 3,05 0,80 a 
81) H. H. | 548 128»  » 2,21 | 1,96 | 0,25 | + |Harn-Eiw.(+) 
82; 8. M. | oo.8) | Td. VE. <2 1,50 1,23 0,27 ar 
Als Substrat gebrauchte ich ein gemischtes Pulver von 5 gut 
bewahrten Magenkrebssubstraten. Zwischen Tumorgrésse und 


Amino-N-Menge fand ich keine parallele Beziehung, im Gegenteil 
bemerkte ich im Endstadium geringere Spaltung als im Anfangs- 
‘stadium. . 


Studien tiber die Harn-Protease.—ITI. 


TABELLE III, 


Rektumkrebse. 
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Amino-N (mg/dl) 2 

Nr.| Name | Alter Datum : = Bemerkungen, 
= Higentl.| Kont- ‘Appa 5 
Vers. rolle oa 

83 | J. M. | 536 8.1TX.1939 7,20 5,10 2,10 Harn-Biwi (4+) 
S£a | OT YOO Pie Ore) ao? 8,70 8,00 0,70 or 
B5--G. 8) | 5246/19. »  » HOS 17000) pl eetORt 
86 | A. A. | 42 4.X. » 5,33 4,30 TORS. |e ae 

ST pk Tee BLS claoeet 4,48 3,35 A ate} ae pes ie 
88 | S. M. | 526 | 24. » » 3,94 3,64 0,30 | + 
89 | H. A. | 518 | 24. I. 1940 2,15 1,40 fay i) Ge 
TOOT INGE On 259, 9 1O2 Tle) i 2,41 1,97 0,44 | + 

91/1. A1 S86 | 10rv. » | 0,82 | 065 | 027 | +17 

Oy Neier S| eae PETS da 8s 3,66 1,88 dRyASS |sSe 
913) J. Hn | 43 Chala oie) 2 3,25 3,16 0308) | — 
aN ae ee oa en Male 1,95 2,52 | + 
G5 WW Kae OF 8! DEP) 23h 390) 05s 1,34 0,95 0,39 | + 

96 | M. O. | 498 | 4. » » 4,66 4,60 OC = ” (+) 
OF | ERY | 63 Pa) LO 3 4,77 4,18 OO OMe ee 
OR AEB My Sia Oru pant Ones e389 4,70 3,56 14) 
99 HT} 53:2 PLO. 995 932 5,36 4,42 0,94 | + 
S. | 508 |20. » » 3,58 1,02 2,56" 9) 


100 | Y. 


Als Substrat gebrauchte ich ein gemischtes Pulver von 2 gut 
bewahrten Rektumkrebsgeweben. 
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TABELLE IV. 


Mammakrebse. 

Amino-N (mg/dl) cS) 

Nr.| Name | Alter Datum = Bemerkungen 
Bigentl. Kont- A ihawaee 
Vers. rolle fa 
101} M. K. | 509 .| 28. X. 1939 1,35 0,82 0,53 + 
102 | I. H. | 669 6. Il. 1949 2,35 1,60 0,75 sr 
103 | M. K. | 4892 |16.1IV. » 1,30 0,95 0,35 ae 
104) K. M. | 489 |17. » » 1,40 0,55 0,85 + 
TOS AN Wis ea oO 2 ae ses ies 1,34 0,45 + 
TOGH| PY. Yer P4823 Ose eas 2,22 1,79 0,43 + 
MOT el WES. De M2 BOL HEA Saas B39 2,68 2,14 0,54 3E 
108 fi Yoo “SSM AGiO! Wy iO sers2) > 2,45 2,04 0,41 + 
109 | M. K | 489 |16. »  » 4,77 4,40 0,37 ar 
110 T. Sh WO IZ oe xp 4,32 3,87 0,45 e 
Tile e tals OP archon Wea yal 5,02 4,15 0,87 ar 


Das Substrat ist ein gemischtes Pulver von 2 gut bewadhrten 
Mammakrebsgeweben. 


Wenn man auch einen Tumor von ungleichem Entstehungsort 
als Substrat gebraucht, findet man doch Fermentwirkung; z. B. 
auch Zungenkrebsharn greift das Magenkrebsgewebe an. 


Wenn man ein im Hntstehungsort gleiches Tumorgewebe oder 


sein Metastasengewebe als Substrat anwendt, so ist der Amino-N- 
Zuwachs dabei grésser als bei Anwendung von dem an einem 
anderen Ort entstandenen Tumor, d.h. obwohl man einen im Ent- 
stehungsort ungleichen Tumor als Substrat gebraucht, findet man 
noch.das Vorhandensein der Fermentwirkungen, aber deren Kraft 
ist schwacher; z.B. Mammakrebsharn ereift nicht nur Mamma- 
krebsgewebe und seine Metastasengewebe selektiv an, sondern auch 
andersartige Krebsgewebe. Nach dieser Tatsache kann ich mir 
denken, dass diese Fermentwirkung zwar spezifisch, aber* nicht 
streng spezifisch ist. 
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Studien iiber die Harn-Protease. IIT. 


«“ 08‘0 03'e 00% Ctx “ OFS tak aac: BBL 
Sqo.1ysn.009 1) = 3e‘0 09°T 36'L GS6LO1X Bz SqoySN.10} EGE 5 hl SD AEE 18 
SqoIyULIV-Wa Fu py - OFT BS‘G 86°9 BS ke TOUT ONB | Oe an Ik 06T 
Sqo.bney a 99°0 all) OT Ogi ar Ke SQotys[e yy Se ee AR wee fe 6IT 
SoqayWosepy “i £30 Gel 09'T PCT Keer Sqoryuesung oh oes Sy ok SIL 
« + ce €9'T 86°L eR CT « go. SN EN LIT 
“ ate 66°0 IPE OFF “« —« “LT | sqaryrezoryreqo CSe OI Te 30 9IT 
«“ a 69'0 EFS Le eee re 8 «“ A egret tas ae GIL 
«“ a 08‘0 0L°S 0s‘e Pier, ea |) « of 2 | SE ASE b STE 
« se 9¢°0 39°0 SLT tea Truae « 096 | Wo SIL 
qSBpoUr-Mosnapydurdry | «— 500 620 E80 6E6L ‘IIA ‘S Sqoiyfdoylyoyy PO Sel We Tb erg 

= Ned Vy | eT[o.1y Woy peso: 
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Studien tiber die Harn-Protease.—III. 383. 
TABELLE VII. 
Abbau vor und nach der Operation. 
a) Die total exstirpierten Fille. 
Dee oee Amino-N (mg/dl) ae Le 
Nr.| Name | Alter ee Datum Higentl,| Kont-| 44) 5 rl 
A Operation Vers. | rolle [P24 | po Im 2 
1 | K. D.| 2 65 | Magenkrebs | 4.1X.1939 4,30 1,40 2,90 | + 
7 29 ot. 8. » ” 5,96 5,48 0,50 | + 
” ”? 7p 0 12. » ” 5,01 4,97 0,04 | — 
2) T. 8S. | 8 50 | Magenkrebs byte ” 1,76 125 Os51 ee 
” ” 4T. 13. » ” 3,62 3,49 0,138 | — 
3 | K. K.| 6 52 | Magenkrebs | 25. » ” 7,29 4,74 2,51 | + 
» 53 TT. ao es 7,70-| 7,68 | 0,02 |— 
4|M. O.| 6 53 | Magenkrebs | 25.XI. » 1,92 1,50 0,42 | + 
” ” les sy, G5) 8,80 8,92 0312 | — 
5 | T. K.| 6 65 | Magenkrebs 9,» ” 2,35 2,07 0,28 | + 
” ” ‘aye. 14. » ” 3,42 2,50 0,92 | + 
” ” OWS 19, » ” 2,82 2,74 0:08 
6| 8S. M.| 2 32 ]Magenkrebs 113,» » 3,42 1,85 1,57 | 
” ” 10T. 24, » 7) 8,73 8,65 0,08 | — 
7|S. S.| 6 59] Magenkrebs |24. » » 5,70 5,40 0,380 | + 
2 ” OAR, BOX 22 2.46 2,32 0,14 | — 
8 | I. H.| 2 50 |Mammakrebs} 6.11.1940 | 2,35 1,60 | 0,75 | + 
” ” ST. 15. » ” 2,20 2,20 0,00 | — 
9|G. U.| 6 61] Magenkrebs |10. » » 3,05 2,53 0,52 | + 
’ » » ST. Qi, 9» 0,95 | 0,91 | 0,04 | — 
10 | M. K.| 2 48|Mammakrebs|16.IV. » 2,35 1,60 0,75 | + 
5 * 107. 26.9 » 1864) Gac8G jh (0,00 
11 | W.K.} 2 61 | Mammakrebs] 24.1V.1940 7 1,34 0349 2) 
” ” 6T. By Wig 3,18 3,19 0,01 | — 
12] K. I. | 2 23} Mammakrebs} 4. D 2,68 Pea) | CORSE | ae 
»” ” 4]. 10. » ” 2,85 2,15 0,70 | + 
i: “ 107. 10.9%  » 116 SET 15pape0.Ol 
13 | K. O.| 2 56 |Rektumkrebs| 3. V. 1940 1,34 0,95 034555) 
in 5s 6T. 16.» » 3.97 | 3,971,000) | = 
14/1 Y.M.| 3 70] Magenkrebs | 16. » ” 2,44 2,03 0,41 | + 
” ” Ou 18. » ” 3,65 3,65 0;005 = 
15 | M. K.| 6 48 | Mammakrebs|/ 16.» » 4,77 4,40 Ose | se 
” ” 5T. 21. 2 ” 3,06 2,40 0,66 | + 
» » 107. 26.9» 3,21 | 3,12 | 0,09 |— 
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b) Die nicht exstirpierten Falle. 


16|7T. M.| 3 53 | Rektumkrebs| 8.IX.1939 7,20 5,10 2,10 oe Vouk 
» » |Nach d. Op. |14.%  » 7,55 | 6,10°| 2,45 | (3 E 
9 ” ” DO zemiarays 6,97 5,02 | 1,95 | + |)Ha 
17 |S. Y.| 6 58 | Magenkrebs |28. 7 » 3,10 2,05 TOD 1 a se 
” ” Nash d. Op. | dio xs” » 3,42 3,30 OFEae |S 
18 | H. N.| 6 61] Magenkrebs |11.” » 4,65 3,20 1,45.) + 
” ” Nach d. Op. 23: ” ” 4,30 3,75 0,55 Ss ae 
19 | Y. S.| 8 52 | Magenkrebs | 4. V. 1940 7,30 6,90 0,40 | + 
” » | Nach d. Op.‘| 9.» » 6,62 6,52 51— OE 
20 | K. Y.| 8 52 | Magenkrebs |14.II. » 4,08 | 1,82 | 0,26 | + 
” ” Nach d. Op. Bas? ” 4,68 3,86 0,82 + 
” ” ” 27. » 7, 3,63 BY) 6) 0,48 zh 
21) 8S. I. | 8 54 |Magenkrebs |15.% » 1,46 1,02 0,44 | + 
” 54 | Nach d. Op, |} 25.7 » 2,2 1,30 0,90 | + 
22 | K. T.| 3 39 | Magenkrebs | 14. V. 1940 4,01 3,58 0:43 Nae 
” ” Nach d. Op. | 21. » ” 4,01 3,60 0,41 | + 
” »” ” 28. » ” 1,60 1,36 0,24 | + 
” » ” 5.VL °» 230 | 2,01 | 0,29 | + 
23.| K. I. | 6 59 | Magenkrebs |19. V. » 7,68 7,40 0,28 | + 
» » |Nach d. Op.|25.»  » 1,20 | 0,90 | 0,30 | + 
2418S. S.| 6 56 | Magenkrebs {21.4 » 1,88 1,64 0,24 | — 
” ” Nach d. Op. | 28. » % 2,15 1,79 0,36 |-+ 
2518. 8.| 8 44 | Osophagus- jos. ,, 3,85 | 3,05 | 0,80 | + 
krebs 
» » |Nach d. Op.| 5.VI. » 296 | 231) | 0,65° + 


a) Fermentwirkung bei den total exstirpierten Fallen. 

Nach der totalen Exstirpation des Krebsgewebes mit seinen 
Metastasen verschwindet bald (ca. 1 Woche p. op.) die vor der 
Operation positiv aufgetretene Fermentwirkung. / 

b) Fermentwirkung bei den nicht-exstirpierten Fallen. 

Bei den nicht-exstirpierten Fallen besteht die Fermentwirkung 
fort. 


Die in Tabelle VIII angezeigten Fallen wurden vor der Opera- > 
tion als Krebs diagnostiziert, und durch Operation wurde die 
Fehldiagnose entdeckt. Z.B. beim 17. Fall wurde wegen Rektum- 
krebs die Rektumamputation ausgefiihrt, und erst nach der 
histologischen Untersuchung fand man die ‘ Fehldiagnose.—Bei 
einigen Tbe-Kranken fand ich auch geringe Spaltung, aber keine 
positive Reaktion. Das bei Tuberkulose aufgetretene Abwehr- 
ferment kann kaum das Krebsgewebe abbauen. 
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386 S. Tuno: 
TABELLE IX. 
Magen- und Zwélffingerdarmgeschwire. 
| Amino-N (mg/dl) a 
= : 2 | Bemer- 
Nr.| Name | Alter | Diagnose Datum Bigentl.| Kont- | E iearigen 
Vers. rolle eu mat 

18 | J.T. | 6 28] Uleus vent. | 9. FV. 1940 1,49 1,44 0,05 | — 
TONS. sUivaece a1 ” WEIN | ee) 1,45 0,10 | — 
20 Wee Ts sn50) » ies BE 2,02 TOT, 0,05 | — 
PWD. | Ne or43 ” ite yD 2372 2,55 a Oen 
22 | BR. M.| 6 54 ” LO, 23.8N 2? 2,04 1,98 0,06 | — 
OSA Her OOo. ” PAIS Ce eR 2,20 2,15 0,12. | — 
24 | M. N.| 3 29] Uleus duod.| 2.1X.1939 1,10 1,09 0,01 | — 
Only Yous Bavo, 4h ” 20. XI. » 1,88 1,85 0,03. | — 
26hh ola Taal O44 » Gh one? 1,92 1,82 020% 
OF (lll Niles 9G ey, rs ” Se E, 3,30 3,30 0,00 | — 
DSa) Se Yeni o) 00 30. I. 1940 2,09 1,97 0,12 | — 
29s STAT | GeO ” 26. V. 2 2,04 1,98 0,06 | — : 
30 | K. K.| 8 49| Uleus vent. | 9.Iv.1940 | 1,33 | 1,07 | 026 | + ee 


Unter 13 Fallen fand ich nur in 1 Fall eine positive Reaktion, 


aber dieser Fall war auf maligne Entartung von Uleus vent. 


verdachtig. 
TABELLE X. 
Gesunde Menschen. 
: Amino-N (mg/dl) 

Nr.| Name Alter Datum Higentl. kG 

Vers, | Xontrolle} Abbau SheMet 
Bul late ay fe Sie One LOMEXe 1939 1,23 EO: 0,02 — 
32 Tee ike: iss 205 22 fees 2,75 Se: 0,02 = 
33 Somes 31 6 21, 9 | » 2,31 ees 0,08 = 
34 Ke DOO malted eee | 02 3,02 3,02 0,00 - 
35, aS: By er Sale [ae oe Te ir 1,81 1,74 0,07 = 
36 fee eN's Wie Seek O40 0,57 0,48 0,09 = 
37 1B AW: TOS w eum tes 1,30 1,22 0,08 — 
38 M. §. alten =e Leese IGP oe 2,09 2,08 0,01 _ 
39 ae ZY WAG, » 1,68 1,65 0,03 — 
40 Siok 266 ie Lae 1,82 1,79 0,03 - 
41 NY ee 15 6 Las) AVG 2,73 2371. 0,02 — 
42 Ore Slee 2VEL. » 1,82 1,82 0,00 — 
43 Soe ks 32.6 6. LX. 1939 1,50 1,50 0,00 - 


Bei Gesunden war die Reaktion in allen Fallen negativ. 
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Der Prozentsatz der Treffsicherheit war folgender : 

1. Von 116 Krebskranken gaben, 103 positive Reaktion 
(88,8% ). 

2. Von 28 Nicht-Krebs-Kranken gaben 27 negative Reaktion 
(96,4% ), aber der eine Fall, der positive Reaktion zeigte, war auf 
mahene Entartung des Uleus vent. verdichtig. 

3. Von 13 Gesunden gaben 13 negative Reaktion (100,0%). 

Wie oben beschrieben, habe ich in diesem Versuch nur sichere 
Krebskranke benutzt, so dass man vielleicht zweifeln kénnte, ob 
diese Methode auch im Anfangsstadium wirklich brauchbar ist oder 
nicht. Aber nach meinem Versuch fand ich keine parallele 
Beziehung zwischen Amino-N und Tumorgrosse, vielmehr war die 
Spaltung im Endstadium geringer. 

Herr Dr. Tanabe (19388) hat auch gezeigt, dass die Abder- 
haldensche Reaktion in der ersten Halfte der Schwangerschaft 
deutlicher ist als in der zweiten. In Hinsicht auf diese 2 Tatsachen 
kann ich sagen, dass die Reaktion auch im Anfangsstadium des 
Krebses brauchbar ist. Obwohl man in diesem Versuch ein 
moglichst aseptisches Verfahren durchgefihrt hat, bleibt, weil man 
gelassenen Harn benutzt, und die Fermentlésung ea. 45 Stunden 
auf 37°C gehalten wird, die Moglichkeit eines Amino-N-Zuwachses 
durch Faulnis u. a. vorhanden. Aber wenn ich auch bei dem Nicht- 
Krebs-Harn ganz das gleiche Verfahren durchgeftihrt habe, fand 
ich keine Vermehrung desselben. Infolgedessen spielt diese Un- 


zaverlassigkeit hier keine Rolle. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


Ich habe mit Harn von Krebs-, Uleus- und Tuherkulose- 
Kranken und von Gesunden die Abderhaldensche Reaktion nach- 
gepriift und als Aminosiuren-Bestimmungsmethode die modifizierte 
Florkinsche Methode angewandt. Die bisherigen Resultate kurz 
zusammenfassend, ergibt sich folgendes :— 

1. Von 116 Krebskranken gaben 103 positives Karzinom- 
Reaktion (88,8%). 

2. Von 28 Nicht-Krebs-Kranken gaben 27 negative Ka-Reak- 
tion (96,4% ), aber der Fall, der positive Ka-Reaktion gezeigt hatte, 
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war auf maligne Entartune des Uleus vent. verdachtig. 

3. Bei 13 Gesunden trat in allen Fiillen negative Ka-Reaktion 
auf (100%). 

4. Ca. 1 Woche nach der totalen Exstirpation des Tumors sah 
ich das Versechwinden der Fermentwirkung, aber bei den nicht- 
exstirpierten Fallen dauernde Fermentwirkung. 

5. Ich denke, dass die Fermentwirkung spezifisch, aber nicht 
streng spezifisch ist. 

6. Bei eiweisshaltigen oder zu alten Harnen ist diese Reak- 


tion unzuverlassig. 


Auf Grund dieser Resultate méchte ich sagen, dass man diese 
Reaktion zur klinischen Untersuchung anwenden kann. 


Zum Schluss sei den Herren Prof. Dr. K. Kodama, Prof. Dr. 
G -Kusunoki, Prof.» Dr. 8: "Goto, Prot, re Pe Wkaiw a, 
Assistenz-Prof. Dr. R. Itoh, Dr. Miyagi und Dr. Yosiura auf 
das herzlichste gedankt. 
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A METHOD FOR DETERMINING SUGAR AND 
GLYCOGEN IN THE TISSUES BY ORCINOL- 
SULPHURIC ACID METHOD. 


By 


CHIKASUKE YAMAMOTO. 


(From the Biochemical Department, Hyogo Prefectural Hospital, 
Kobe, Japan. Director: M. Takeda.) 


(Received for publication, September 26, 1940) 

A method of determining both true sugar and glycogen at 
the same time in the tissues is relatively rare, because we often 
encounter great difficulties with the reduction method in estimating 
the true sugar, the non-sugar reducing substances and the sugar 
in combined state which is contained in the tissues. 

In determining glycogen, the Pfljiger method and its modi- 
fications are used. In Japan the modification of Pfliiger method 
for the estimation of glycogen was introduced by Iwasaki-Moori 
and Takahata-Kume. However, in spite of the fact that the 
above modified method requires a smaller quantity of material than 
in the Pfluger method, it still requires a comparatively large 
quantity of materials. We have, therefore, devised a method which 
will enable us to determine not only glycogen itself but all other 
forms of sugars (true sugar and hydrolysable sugar) which are 
present in the tissues, in a much smaller amount of material. 

The method of determing free sugar in the tissues was develop- 
ed by Nakamura, using papain in digesting the tissues. How- 
ever, as there is a large quantity of reducing substances present 
in papain itself, the result is apt to be somewhat inaccurate. 
Furthermore, a complete digestion of tissues in a short time, even 
using a larger quantity of papain, is not complete, while that of 
longer duration causes gradual destruction of the glycogen and 
the glucose, because of the presence of enzyme in the tissues. There- 
fore, an accurate determination of the glycogen and free sugar 
‘contents contained in the tissues with this papain-method is very 


389 


390 C. Yamamoto: 


difficult. 

Another method of determining the amount of free sugar and 
glycogen in the tissues by using yeast was reported by N. Doi of 
our laboratory in 1934. This method, however, is quite compleat- 
ed, and a powerful yeast is not obtainable now a days. I used 
the orcinol-sulphuric acid reaction method in a previous experi- 
ment in determining the amount of hydrolysable sugar in the 
blood. When this method was employed in a similar experiment 
with the yeast method, the results corresponded closely with each 
other, and the method was found much easier and simpler than 
the yeast method. 

As pointed out by Doi in case of the papain method, elycogen 
and glucose are destructed by a tissue-enzyme and the consequent 
errors occur. Water extracts from the tissues also showed the same 
fault. 

Essentially, the method described here consists of the principle 
of the Pfluger procedure for the isolation of glycogen and the 
determination for sugars (true sugar, hydrolysable sugar and glyco- 
gen) by the orcinol-sulphurie acid method. 

To a weighed piece of tissue, a dilute acid was added, and 
after heating shghtly an amount of the total sugar, was determined 
by our orcinol sulphuric acid method. The isolation of the glyco- 
gen was accomplished by a precipitaiton with aleohol by means 
of the principle of the Pfliiger’s method, followed by the sugar 
estimation of glycogen. To a weighed piece of tissue a concentrat- 
ed alkali was added in order to destroy the free sugar and the 
total amount of sugar was estimated by the orcinol method. Thus 
the total amount of hydrolysable sugar was determined. Sub- 
tracting the total hydrolysable sugar value from the total sugar 
value, the difference is the free true sugar value in the tissue. 


Tue MetHop. 


1. To a weighed piece of tissue, dilute sulphuric acid is 
added and by heating slightly a homogenous solution is obtained. 
After neutralization with an alkali, the total sugar value (free 
sugar, glycogen and hydrolysable sugar) is determined by our 
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oreinol sulphuric acid method. 

2. To a weighed piece of tissue, 30 ¢/dl of caustic potash is 
added and heated to destroy the free sugar in the tissue. After 
neutralization by sulphuric acid, the total hydrolysable sugar value 
(hydrolysable sugar and glycogen) is determined by our orcinol 
sulphuric acid method. 

3. To the aliquot portion used in determining an amount of 
the total hydrolysable sugar caustic potash and alcohol are added 
and by centrifuging this solution, the glycogen is precipitated. 
The precipitate is dissolved in water and the quantity of glycogen 
is determined by the orcinol sulphurie acid method. 

1. Total sugar value. 
2. (Total sugar value)—(Total hydrolysable sugar value) 
=free sugar value. 
3. (Total hydrolysable sugar value)—(value of glycogen ) 
=hydrolysable sugar value. 
4. Value of elycogen. 
4. Reagents. 
44 @/dl H2S0Ox. 
2. 44¢@/dl H2S04. 
Bo8o0 27 IKCOH: 
4, 6:4 vol. HeSO.. 
5. 2% oreinol solution (1:3 H2SO4). 


ea 


Procedure. 


1. <A piece of tissue of 200 to 500mg, is weighed either 
directly by torsion balance or indirectly by subtracting the weight 
of the watch glass from the sample weighed on the watch glass, 
(after sugar administration, 200 to 300 mg piece of liver is taken 
for estimation) and is transferred into a test tube, marked 10 ce. 
2 ec. of 4g/dl sulphuric acid is added, and heated for 30 minutes 
in a hot water bath. Then, with a glass rod this piece of tissue 
is grounded into a gruel. The glass rod is rinsed first with distill- 
ed water in a test tube, then caustic potash is added to neutralize 
to pH=8 and distilled water is added to the 10 ce. mark. The 
content is stirred well until a clear solution is obtained, and the 
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result is determined by a colorimeter. The result indicates the 
total sum of free sugar, hydrolysable sugar and glycogen ; that is, 
the total amount of sugars in the tissue. 

2. The determination of the total quantity of hydrolysable 
sugar in the tissue is carried on as follows. A piece of tissue 
weighing 200 to 500 mg, is placed in a tube with a glass stopper, 
marked at 10 cc. to which 2 ee. of 30 ¢/dl caustic potash is added. 
It is heated for a few minutes in a boiling water bath and is 
occasionally shaken until a clear solution is obtained. This is then 
placed in an autoclave of 120 degrees, so as to destroy completely 
the free sugar in the tissues. After cooling and neutralizing it to 
pH=8 with sulphuric acid, distilled water is added to the 10 ce. 
mark. The determination of the sugar is carried out by the method 
already described. The result thus obtained is the sum of the 
hydrolysable sugar and glycogen. 

3. Determination of glycogen. 

5 ec. of the original portion used in the previous determination 
of the total hydrolysable sugars is transferred into a graduated 
centrifugal tube, to which 1 ce. of 30 ¢/di caustic potash solution 
and 5 ec. of pure aleohol are added, mixed well and centrifuged. 
The clear supernatant fluid is then carefully drained by decanting 
after settling. To the glycogen precipitate, distilled water is added 
to the 5ec. mark. The mixture should be stirred well in order 
to dissolve all the glycogen precipitate. After neutralizing it to 
pH=8 the glycogen sugar value is determined by the orcinol 
method. 

4. Value of hydrolysable sugar in the tissues. 

By subtracting the sugar value of glycogen in the tissues from 
the total sugar value of hydrolysable sugar in tissue, the sugar value 
of hydrolysable sugar in the tissues is obtained in me%. 

5. Value of free sugar. 

By subtracting the total hydrolysable sugar value from the 
total sugar value, the sugar value of free sugar in tissue is obtained 
in mg%. 

6. Procedure for determining the sugar value by the orcinol 
sulphuric acid method. 
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(1) 0.5 cc. of the solution to be tested is introduced into a 
test tube and 7.5 ce. of sulphuric acid (6 volumes of H2SO4, 4 
volume of H2O) are added. 
(2) 0.25 ce. of the 2% orcinol sulphuric acid (1H2SO4:3H20) 
reagent is added. 
- (38) Heat the mixture in a boiling water bath for 7 minutes. 
(4) The value is then estimated by a colorimeter (with 
glucose as the standard). 
(5) Calculation 
Estimated value 10000 mg glucose 
by colorimeter mg tissue weight value per cent. 


PRELIMINARY Lists. 


1. The destruction of glucose by heating with caustic potash. 

To 2.0ce of 30¢/dl caustic potash, lee. of 200mg glucose 
solution is added in several test tubes, which are placed in a 
boiling water bath, and one tube is taken out every 10 minutes, 
and its sugar content is determined by the orcinol sulphuric acid 
method. As indicated in Table I, the glucose in each tube is 
completely destroyed by the heating for 10 minutes after the 
addition of caustic potash. 


TABLE I. 
200 mg glucose 30 g/dl caustic Heating Oreinol Souter 
solution potash : contents 
cem ecm Temp. Time 
1.0 2.0 100°C 10’ = 
1.0 2.0 z oe ize 
1.0 2.0 f aay a 
1.0 2.0 2? 40’ or 
cas 2.0 ” 50’ a 
1.0 2.0 z GO) x 
1.0 2.0 120°C 30’ a 


2. The safety of glycogen when treated with hot caustic 


potash. 
To a glycogen solution of 100mg and 200 mg in test tubes, 
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lee. of 30 g/dl caustic potash is added to each tube, followed by 
heating. After cooling, it is neutralized with acid to pH=8. 
When the value is determined by the orcinol sulphuric acid method, 
we found that glycogen is not destroyed when heated together with 
30 g/dl caustic potash as shown in Table II. 


TABLE II. 
ati -cinol sugar 
Glycogen sol. 30 g/dl KOH Heating te a: 
mg Zo “ Temp. Time mgYo 
100 a = — 96 
200 = = == 192 
100 1.0 100°C | 30’ 95 
200 1.0 Sine a eG 193 
100 1.0 120°C 30’ 96 
200 1.0 ” 60 191 


3. Experiment with glucose and glycogen addition. 

In order to test the accuracy of this method, the following 
experiment was performed. A glucose or glycogen solution was 
added to a weighed piece of tissue and its sugar value was deter- 
mined, and then it was compared with the sugar value of a piece 
of tissue alone. As will be seen from the results given in Table ITI, 
the sugar value of the tissue alone and that of the tissue mixed 


TABLE III. 
mad : = a 

Ty LE, Diet = > 2 on Bn 
ing | Weeht | $S235u| 2388) S2e8| bee | Pas 
Organs: | used We mea a SB ae o Pie eee Se 
meg a=) on~ & O yy nD > nA ame) A © 2) q 

SBS ES = tdsjgi ey i) 
500 - 3180 397 890 1893 
Liver 500 S 200 3414 399 892 2123 
500 G 200 3372 402 1069 ‘1901 
500 — 812 116 420 276 
Muscle 500 S 200 * 1026 121 428 477 
500 G 200 1004 127 - 604 273 


owe 
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with glucose or glycogen ‘solution are almost the same when the 
added value of glucose or glycogen is subtracted from the value 
of tissue mixed with a glucose or glycogen solution. 

4. The comparison of this method with other methods. 

(1) A comparison of this method with the éxtract method. 
The 
weighed piece of tissue is ground in a mortar and 500 me of it 
The 
poured into a flask, stirred well, and placed in a water bath of 
40° for 40 minutes. 
by the orcinol sulphuric acid method. 


2 The materials used in these methods are the same. 


is mixed with water to the volume of 200 ce. mixture is 
After filtration, its sugar value was estimated 
At the same time, using 
the same materials, its sugar value was determined by the previous- 
ly described author’s method and this is compared with that of the 
The results show that there is a little difference in the 
But in the case of 


former. 
value of free sugar and hydrolysable sugar. 
great difference in the figures obtained in these 
are therefore led to conelude that the amount 
olycogenolysis is reduced during the extraction 


glycogen there is a 
two methods. We 
of the glycogen by 
procedure of the tissue. 


TABLE LV. 
| Quant. Weight of Total value yi at oe Val. of Val. of 
tissue i hydrolysa- 
Organs det. » of sugar “° | glycogen | free sugar 
5 used : ble sugar 3 
method mg me% moe me% me% 
ee nOE By 500 3456 344 720 2392 
: method 
Liver PAL. 
pees 500 3360 352 576 2439 
method 
EOE 8 | ABO 832 120 444 268 
method 
Muscle hee 
PU 500 800 126 410 264 
method 


4 


(2) The comparison of this method with the yeast method. 


The same materials were used. The results show that the 
amount of the orcinol free sugar and that of true sugar determined 
by the yeast method practically coincide with each other. Again, 


SI€ TI P69 Shr ogs £66 OIF 0GE 8 3s) 2607 618 00g SPOSN IAL 
Prot GPE 986T €oIL SFIS C9cE €LIL Po9T 80 GELS S0Eé 00S TOALT 
968 L6T €6S G8¢ L9S 6°6 8hE GLE ° 08 Goh 008 00S oPOSny 
€T6L L66 OLGG Fo8T TLS6 C6EP 96LT O88T O8¢ 09FG 9C6P 00S TOATT 
083 S&é 8T9 GLE 6LG PPG 69 696 TOL 69E 962 00¢ sPOSny 
8606 OGF 8IS6 GITE 6886 F66S €f0E GEG GEE P9IG LILS 00S TOAUT 
i@ GFL TS€ f6F 66P VIP EFS LOE Sek L6 0&6 L69 00¢ SLORTEA, 
= 9E8T T6g¢ LSEG S6EE 8166 9L9¢ 9SEE 9LLT 9SF 6666 89S¢ 00¢ TOATT 
By voPr T9€ cgl 696 TL9 OF6 OLT 06P 916 969 618 00S aPOsuyy 
x 082 O8€ O9TL LT6T S08T GoTé €68T 008 L8E L8TL O80E 00g TOAUT 
Ss cS) = 5 } Si ot e =) . 
md] Ere | wew) F< Fo Pe | Pa] aq] aq] as) os ° 
Boe | Bee | BYERS | BGP Bees | S8ees | bee | Rae bs Pe eso 1 2 Se re 
RSe/RSesn |RSee | Rae | RREe | Ro | Rue | Roe jars 909 S| 0 as 
Sel | VRST RV Se | REF | RPESBe | REGS | Res | RBS | Veo IRF Sa Roe | BSH | suvsi9 
= Fb BBS = Frye 2 Fh aes ee 3 Jo A oo | 0 8s 
mo Ee eae mo ice 2 iS = ci: 
a B tac] et ge 
ea 
poyjyout 4sva KX poyjout stLimydMs [Our 
‘A @1avy, 
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TABLE VI.. 
Free sugar Hydrolysable sugar | Glycogen 
a2 2 2 

SHS] Se | SEER! be | SEEw! BeBe 
Organs: |Eeee| Ssh | Saye | See | Sass! Ss & 
Oss g Oss PES Ape aie 4) Pg @ 
Liver 1888 1917 387 = 800 780 
Zl apaaete 276 269 216 as 42 424 
Liver 3336 3398 456 = 1776 1836 
2 Muscle 397 429 97 _— 133 142 
Liver 3053 3112 532 = 2132 2098 
3 |-itusele 363 372 101 =: 262 280 
Liver 1796 1824 ‘| 580 = 1880 1913 
4 |Musele | 358 385 80 Bes 372 396 
Liver 1173 1123 508 = 1624 1644 
© 1 vrusele 416 443 83 =. 320 313 


the amount of orcinol glycogen and that of the yeast method show 
equal value. 


THE RESULTS OF THE EXPERIMENT. 


Matured, healthy rabbits weighing between 2,000 kg and 
2,300 kg were killed through the bleeding of the carotis during 
fasting. The liver and muscles were immediately extracted and 
the amount of free sugar, hydrolysable sugar and glycogen in the 
tissues was determined. The results shown in tlie following table 
indicate differences in the amount of sugars present in the liver 
and muscle of normal rabbits. In the case of hydrolysable sugar, 
this difference is extremely small. In comparing the different 
contents of sugars in the liver and muscles of healthy rabbits, and 
of fasting rabbits, we find a great decrease in glycogen in the 
liver of the latter. Next, the free sugar in the liver showed a 
great decrease while the hydrolysable sugar in the liver the least 
decrease in quantity. The decrease in free sugar and glycogen 
in the muscles was not very great and averaged approximately 
20%. In the case of hydrolysable sugar in the muscle, there was 


no change. 
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TasLe VII. 
Normal Rab)its. 


= E oO 

ee | BS |.BS | Ex] ee] Fs 

Organs Examples “A Op > of a B op oA op © 
: | Ane | Ane | 2m 
free sugar 1796 | 3053 3336 1173 | 1888 2249 

Liver hydrolysable sugar | 580 532 456 508 387 492 
glycogen 1880 2132 1776 1624 800 1642 

free sugar 358 263 ool 416 276 362 

Muscle hydrolysable sugar 80 101 97 83 116 97 
glycogen Bie 262 133 220 420 301 

TasLe VIII. 
Rabbits in Fasting. 

a “ 4 6 6 8 8 Average 

Organs Dadys of Fasting mee wa evel BED lus | eee 

J free sugar 860 744 | 891 992 1161 929 

Liver | hydrolysable sugar| 264 380 283 259 374 312 

glycogen 96 100 142 141 242 144 

free sugar 219 510 162 302 308 288 

Muscle | hydrolysable sugar 68 55 120 125 180 101 

glycogen 229 107 42 73 264 -| 238 

i 
SUMMARY. 


To A method is described for the determination of various 
sugars (glycogen, free true sugar and hydrolysable sugar) in the 
tissues at the same time. 

2. The method described here involves the principles of the 
Pfliger procedure for the isolation of glycogen and the deter- 
mination of sugars (true sugar, hydrolytic sugar and glycogen), 
using the orcinol sulphurie acid method. 

3. By the previously published methods it was possible to 
estimate the amount of free sugar and glycogen, but it was impos- 
sible to estimate the amount of hydrolysable sugar. ; 

4. Compared with the other methods, this method requires 
a shorter time for the determination of biological materials, and 
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this procedure is more convenient and simpler to use than the 
yeast method, requiring only a small amount of material. 

5». The results obtained by this method show that the glyco- 
gen content of rabbits differ greatly with each individual rabbit ; 
but the amount of free sugar and hydrolysable sugar in the tissue 
does not differ greatly. In the case of rabbits in fasting, their 
liver tissues showed the ereatest decrease in elycogen content, 
accompanied by a marked decrease in free sugar and a slight 
decrease in hydrolysable sugar. There was no change in the 
amount of the hydrolysable sugar in the rabbit muscles. 
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UBER DIE BAKTERIENARGINASE. 


It. Mitteilung. Argininspaltung durch Salmonella enteritidis 
Gartneri. 


Von 


SHOOICHI TOMOTA. 
(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Fakultét 
der Kaiserlichen Tohoku-Universitdt, Sendai. 
Direktor: Prof. Dr. 8S. Utzino,) 


(Hingegangen am 29. September 1940) 


Bei der Untersuchung der bakteriellen Zersetzungsprodukte 
des Arginins kamen schon #-Aminovaleriansdure und d, l-Ornithin 
(Ackermann, 1908, 1910) und auch Citrullin (Ackermann 
1931, Horn, 1933) in Betracht. Nach der Einwirkung von Coli- 
Bakterien, in denen friiher aber haufig vermisste Arginasewirkung 
angegeben wurde, wurde Putresein isoliert (Akashi, 1938/9, 
Hirai, 1935-6). Gale (1940) hat vor kurzem iiber die Isolierung 
von Putresein aus /(+)Arginin durch Coli-Bakterien bei Symbiose 
mit Streptococcus faecalis berichtet. In der vorigen Mitteilung 
hat Verf. (1940) angegeben, dass die mit Aceton-Ather getrockne- 
ten Enzympraparate von Salmonella enteritidis Gartneri nur eine 
sehr schwache Arginasewirkung auch bei Manganaktivierung zeigen 
konnten, waihrend das Autolysat der frischen Bakterien eine starke 
Wirkung aufwies, so wie dasjenige der Coli-Bakterien. Um diese 
Zersetzune einwandfrei zu bestitigen und ferner zur Kenntnis der 
Zersetzungsprodukte beizutragen, wurden hier 10g Arginin der 
Einwirkung der lang kultivierten Salmonella-Bakterien in eiweiss- 
freier Kulturfliissigkeit nach Sasaki (1921) wunterworfen und 
Putrescin als Zersetzungsprodukt in guter Ausbeute isoliert, wie 
die analytischen Belege zeigten. In der Kulturfliissigkeit hat man 
nur minimale Mengen des ungespalten gebliebenen Arginins nach 
der Arginasemethode nachgewiesen und fast keinen Harnstoff aber 
viel Ammoniak festgestellt, das ausser dem zugefiigten Ammonsalz 
andererseits teilweise vielleicht durch Einwirken der Bakterien- 
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urease aus gespaltenem Harunstoff gebildet werden kann, da die 
Reaktion der Kulturfliissi¢keit sehr giinstig fiir ihre Wirkung blieb. 


? VERSUCHSTEIL. 


10@ 1(4+)-Argininchlorhydrat wurden in 2000 ccm eiweiss- 
freier Nahrlésung nach Sasaki (5@ Natriumehlorid, 2 g Monoka- 
liumphosphat, 0,1 ¢ Magnesiumphosphat, 1g Ammoniumearbonat, 
20 ecm Glycerin, 1000 cem Aqua dest.) geldst, je 400 cem derselben 
in fiinf Erlenmeyerkolben verteilt und _ sterilisiert. Nach der 
Reaktionseinstellung bei Pu 7,0 wurde die Fliissigkeit mit aus finf 
erossen Plattenagarkulturén (1 Tag) gesammelter Bakterienmasse 
von Salmonella enteritidis Gartneri geimpft. 

Nach 38tagiger Aufbewahrune im Brutschrank wurde der 
Kolbeninhalt, der einen Pu-Wert von 6,2 zeigte, auf Harnstoff und 
Arginin hin gepriift. 

Haronstoff: 5ccm Flissigkeit, die nach Umpufferung der Ureasewirkung 
unterworfen wurden, verbrauchten zur Neutralisation des abdestillierten 
Ammoniaks 11,3 cem 0,02 n-H2SO;, wihrend dieselbe Fliissigkeitsmenge ohne 
Ureasewirkung 11,0 ¢em 0,02 n-HeSO: zur Neutralisation des. nach Folin 
destillierten Ammoniaks verbrauchte. 

Arginin: Seem Flissigkeit wurden mit der mit gentigender Menge 
Arginase versehenen Schweinelebermazeration und mit Glykokoll-Natronlauge- 
Puffer von Pu 9,2 unter Toluol wahrend 24 Stunden bei 37°C aufbewahrt +; 


Umpufferung und Ureasezerlegung und dann Ammoniakbestimmung nach 
Folin. Zur Kontrolle wurde die Kulturfiiissigkeit mit erhitzter Leber- 


mazeration unter den sonst gleichen Bedingungen behandelt. Der S&ure- , 


verbrauch des Hauptversuchs betrigt 12,5 ¢em und derjenige des Kontroll- 
versuchs 11,7 cem 0,02 n-HesSO; Die Differenz entspricht also der Menge 
des aus dem ungespalten gebliebenen Arginin gebildeten Harnstoffs. 

Samtliche Fliissigkeit wurde unter vermindertem Druck auf 
dem Wasserbade bis zum Syrup eingeenet, wiederholt mit Alkohol 
heiss extrahiert und dann der alkoholische Extrakt mit gesattigter 
alkoholischer Sublimatlosung versetzt. 

Der entstandene Niederschlag, der abgesaugt und mit Alkohol 
gewaschen wurde, wog, 23,5¢ (lufttrocken) und zeigte keine 
Sakaguchische Reaktion. Er wurde in 500 cem Wasser fein 
suspendiert, mit Schwefelwasserstoff zerleet und das ausgeschiedene 
Quecksilbersulfid abfiltriert und mit Wasser gewaschen. Nachdem 
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der iiberschtissige Schwefélwasserstoff verjagt wurde, hat man das 
Piltrat mit Waschwasser in einem Kolben unter vermindertem 
Druck auf dem Wasserbad stark eingeengt, bis sich tafelformige 
Krystalle ausschieden, die in Alkohol aufgenommen und abgesaugt 
wurden. Ausbeute: 4,145¢@ (ertse Fraktion). Beim Hinengen 
des Hiltrats erhielt man weiter 0,465¢@ (zweite Fraktion). Die 
krystallinische Substanz wurde aus heissem Alkohol-Wasser oder 
aus heissem Aceton-Wasser als Dichlorhydrat umkrystallisiert und 
analysiert (Ausbeute 60%). Die Krystalle zeigten keine Saka- 
guchische Reaktion und schmolzen bei 292-3°C unter leichter 
Gasentwickelung. Die Substanz wurde mit Benzoylchlorid (2,4 
Mol) und mit der berechneten Menge 2 n-NaOH nach Schotten- 
Baumann benzoyliert. Das in Wasser fast unlésliche Dibenzoyl- 
derivat schied sich fast quantitativ nach Ansaiuren mit Salzsdure 
aus und wurde mit Ather von anhaftender Benzoesiiure befreit. 
Nach Umkrystallisation aus heissem Alkohol sind die aus- 
geschiedenen rhombischen Stabehen sublimierbar und schmelzen bei 
177-178°C. Das in Wasser sehr schwer lésliche Pikrat schmilzt 
bei 261-262°C und das Sulfat zersetzt sich gegen 290°C. 
Analyse: 4,151 mg Subst. 4,516 mg COs . 3,161 mg H:0O. 
2,848 mg Subst. 0,405 cem Ne (770,7 mm, 13°C). 
50,000 mg Subst. 3,60 ecem AgNO;-Lésung (] eem=6,24 mg HCl). 

Gef. C 29,67 H 8,52 N 17,21 HCl 44,93. 

Ber. G.HwNe-2HCl (Mol.-Gew: 161,05) ,, 29,80 ,, 8,76 ,,17,40 ,, 45,29. 
Analyse: 55,5 mg u. 50,0 mg Subst. 3,59 u. 3,20 cem 0,1 n-HeSO. (Kjeldahl). 

Gef. N 9,06 u. 8,97. 

Ber. (CsHsCO)2CuHioNe (Mol.-Gew. 296,18) ,, 9,46. 
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UBER DIE BAKTERIENARGINASE. 


Ili. Mitteilung: Uber die Staphylokokkenarginase. 


Von 


SHOOICHI TOMOTA. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Fakultét 
der Kaiserlichen Tohoku-Universitat, Sendai. 
Direktor: Prof. Dr. S. Utzino.) 


(Hingegangen am 29. September 1940) 


Bei der systematischen Untersuchung der Bakterienarginase 
kommt nun die Aktivierung derselben in Frage, da Mangansulfat 
als Aktivator in der tierischen Arginasewirkung stets in Riicksicht 
gezogen werden musste und in der Literatur der Bakterienarginase 
das Aktivatorproblem noch unerwahnt blieb. Bei der tierischen 
Arginase werden einige Aktivatoren z. B. Mangansulfat schon von 
Klein und Ziese (1935) und dann von Edlbacher und Zeller 
(1936) in Betracht gezogen. Nach Edlbacher und Baur(1938) 
konnte die durch Dialyse bei 0°C inaktivierte Leberarginase wie 
Hefearginase durch Metallion, Mangan, Kobalt, Nickel, Cadmium 
und Vanadin bei M/1000 Konzentration reaktiviert werden. 

Die friiher als negativ angegebene Arginasewirkung der 
Bakterien z.B. Coli-Bakterien mag von der nicht aktivierten, 
fraglich schwachen Aktivitit herriihren, die nur durch Zusatz eines 
Aktivators an den Tag gebracht wurde. Im Anschluss an das 
Studium der Aktivierung der Staphylokokkenarginase wurden hier 
weiter die Resistenzversuche derselben unter Leitung von Herrn 
Prof. Utzino ausgefiihrt. Was die Saéurewirkung anbetrifft, 
wurde die Reaktivierung der Saéureinaktivitat der Leberarginase 
durch Manganion von Edlbacher und Pindésch (1937) und auch 
von Kaiju (1939) beobachtet. Edlbacher und Zeller (1937) 
sind zu der interessanten Schlussfoleerung gekommen, dass die 
Leberarginase von einer Proteinnatur sei, da Leberarginase durch 
Try psinwirkung zerstort wurde. Die Zerstérung der Leberarginase 
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EXXPERIMENTELLER TEIU. 


TABELLE I. 
Einfluss von Mangan- und Kadmiumsulfat auf die Staphylokokkenarginase. 


Die von Plattagarkulturen (1 Tag) gesammelten Bakterien wurden nach 
dem Aceton-Ather-Verfahren getrocknet, pulverisiert und in einem Vakuum- 
exsikkator tiber Schwefelsiiure aufbewahrt. Bei den folgenden Versuchen 
wurde 1g getrockneter Bakterienpulver mit 25 ccm Glycerin-Wasser (1: 1) im 
Morser gut zerrieben und zentrifugiert; je 0,4ccm Zentrifugat als Enzym- 
lésung fiir jeden Versuch gebraucht. 

Die Arginasebestimmung wurde wie in der vorigen Mitteilung (Tomota, 
1940) ausgefiihrt. 

Versuchsansalg: 3c¢em Argininchlorhydratlosung (Titer=27,l ccm 0,02 
n-H2S8O,) +0,4 cem Enzymlosung mit 1 com Mangan- oder Kadmiumsulfatlosang 
yon verschiedener Konzentration (3/20, 3/100, 3/200, 3/400, 3/800, 3/2000, 
3/4000 oder 3/20,000 Mol) und 0,6 cem Wasser oder mit 1,6 cem Wasser ohne 
Salz+10c¢cem 0,1 Mol-Glykokoll-Natronlauge-Puffer von Pu 9,2+Toluol; dige- 
riert bei 37°C wihrend 24 Stunden. Die Gesamtmenge betragt 15 ¢em im 
ganzen. Nach 24stiindiger Digestion wurde der gebildete Harnstoff nach der 
‘Ureasemethode in Ammoniak zerlegt und die Menge des letzteren nach Folin 
bestimmt. 

Als Kontrolle wurden Versuche mit Enzym ohne Arginin ausgefiihrt. In 
der Tahelle sind die korrigierten Werte des Saureverbrauchs (cem 0,02 n-H2SO.) 
und deren Prozentsatz gegentiber Arginintiter angegeben. 


Zunahme des Siureverbrauchs (cem 0,02 n-H»SOx.) 


Metallsalzkonzentration 


bei der Digestion MT Nig MLE Bl IM eR PIV a ie SV at oe | M 
100006/20000|1000¢} 4000 | 2000 | 1000} 500 | 100 

S | 0,02 n-Hs80. (cem)| 7,7] 20,2 | 20,3] 22,6] 22,8| 23,65] 24,6 | 23,75] 18,4 
= Spaltung (%) 28,4) 74,5 | 74,9] 83,4] 84,1] 87,3 | 90,8 | 87,6 | 67,9 
5 0,02 n-HoSOx (cem) 7,7| 16,2 | 17,0) 18,0] 19,4 | 20,35) 20,35 19,05 5,0 
& | Spaltung (%) 28,4| 59,8 | 62,7| 66,4] 71,6| 75,1 | 75,1 | 70,3 | 18,5 


durch Proteinasewirkung wie Pepsin und wie Leberkathepsin ist 
weiter von Edlbacher und Pinéseh(1937) und auch von Kaiju 
(1939) berichtet worden. . 

Wie die Optimalreaktion der tierischen Arginase, die von 
Edibacher und Bonem (1925) als bei Pu 9,5-9,8 angegeben 
wurde, so fand sich auch die giinstigste Reaktion der Staphylo- 
kokkenarginase bei Pu 9,0 (Tabelle IT u. TI). 
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Die Argininspaltung durch die getrockneten Staphylokokken- 
pulver wird auch durch Zusatz von Mangan- oder Cadmiumsulfat 
in deutlichem Grade gefordert, und zwar in M/500-M/2000- und 
M/1000-M/2000-Konzentration bei der Digestion respektive, 
wahrend jedoch in noch stirkerer Konzentration die Salze hem- 
mend wirkten (Tabelle 1). Bei Pru 9,0 blieben Nickel-, Kobalt-, 
Kupfer- und Eisensalz (Waldschmidt-Leitz und Mitarbeiter, 
1933) stets ohne aktivierende Wirkung auf die Staphylokokken- 
arginase; Kobalt- und Hisensalz zeigen aber eine verstairkende 
Wirkung nur bei fiir die Arginase ungiinstigerer Reaktion von Pr 
7,0-8,0 als Kontrolle ohne Salzzusatz (Tabelle Il). Erdalkalisalze 
besonders Kalzium- und Bariumehlorid wirkten stark hemmend auf 
die Staphylokokkenareinase (Tabelle IIT). 

In der vorliergenden Arbeit hat man beziiglich der Hit- 
zeresistenz der Staphylokokkenarginase beobachtet, dass durch 
Hrwarmen bei 60°C 30 Min. lang nur eine schwache Abnahme der 
Aktivitat eintrat, falls eine kleine Menge Enzym verwendet wurde, 
und eine deutliche bei 65-70°C, wahrend die Erhitzune bei 50°C 
(30 Min.) ohne Einfluss bheb. Erhitzen tiber 80°C zerstort den 
gerossten Teil der Arginase (Tabelle IV). Die durch Erhitzung 
bei 65-70°C herabgesetzte Arginaseaktivitat kann durch, Zusatz von 
Mangan- oder Cadmiumsulfat wieder reaktiviert werden. Die 
starke Hitzeinaktivierung bei héherer Temperatur wie bei 75—80°C 
wird auch durch Mangansulfat teilweise aufgehoben (Tabelle V). 

Die von 1/2-24 Stunden lang bewirkte Milchsaure- oder Salz- 
siurewirkung bei Pu 2,0, 4,0 und 6,0 ruft in der Hauptsache eine 
starke Herabsetzung der Arginaseaktivitét hervor, die aber durch 
Zusatz von Mangansulfat auf die Anfangsaktivitat reaktiviert 
werden konnte, falls das Pu groésser als Pu 6,0 oder 4,0 ist und 
besonders wenn Salzsiure verwendet wurde. Die Milchsaure- 
wirkung schien etwas starker als Salzsiurewirkung zu sein (Tabelle 
A hi Ga i i 

Die Reaktivierung scheint dann etwas unvollstandig zu sein, 
falls die Siurewirkune bei Pu 2,0 wihrend 24 Stunden dauerte. 
Diese Ergebnisse stimmen gut mit denjenigen der tierischen 


Arginase tiberein. 
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TABELLE II. 
Einfluss von Metallsulfat auf die Staphylokokkenarginase. 


Versuchsansatz: 3cem Argininchlorhydratlésung (Titer=27,3 cem 0,02 
n-H2SO;) wurden mit 0,4—0,5 cem Enzymlésung (Zentrifugat der Mazeration), 
die mit 1ccm 3/400 Mol Sulfatlésung und 0,6—0,5 cem Wasser oder mit 
1,6—1,5 eem Wasser ohne Sulfat versetzt wurde, und 10 cem 0,1 Mol-Glykokoll- 
Natronlauge von verschiedenen PuH-Werten unter Toluolzusatz bei 37°C 
digeriert. Die Gesamtmenge betragt 15 cem im ganzen. 

Fiir Versuche mit MnSOx. oder CuSO; wurden je 0,4 cem und fiir diejenige 
mit CoSQ., NiSO. oder FeCl je 0,5 Enzymlésung (Zentrifugat der Mazeration) 
verwendet. 

Nach 24-stiindiger Digestion wurde der gebildete Harnstoff nach der 
Urease-Methode in Ammoniak zerlegt. 

Als Kontrolle wurden Versuche mit Enzym ohne Substrat ausgefiihrt. 

In der Tabelle sind die korrigierten Werte des Saiureverbrauchs (cem 0,02 
n-H2SOs) und deren Prozentsatz gegeniiber Arginintiter angegeben. 


Zunahme des Siureverbrauchs (cem 0,02 n-H2SO,) 


pH 5 pH 6 pH 7 pH 8 pH 9 


com |5%o- |) cems)| Yous coms | “Yon | neem owe eci ano, 


ohne MnSO,; | 0,3 | 1,1 0.3 eel) 2,7 oS) 7,0 | 25,6 3 (Nel oeg, 


mit MnSO. 0,4 ) 1,5 6,6 |r24.27. 1659.) 61,9 | 18.9 69,27) 920.5 I 7a 


ohne C€SO. | 0,3} 11.) 0,3} 11] 2,7] 9,9] 7,0} 25,6] 87] 31,9 


mit CdSOx 0,4 | 1,5 ae RLO AL 9,6 | 35,2 | 12,5 | 45,8) 17,1 | 62.6 


ohne CoSOs | 0,3 } 1,1 3,9 | 14,3 | 10,4) 38,1 | 18.0 | 65,9 | 20,7 | 75,8 


mit CoSO. 0,4 | 15 | 12,5 | 45,8 | 19,7 | 72,2) 19,8 | 72,5 | 20.2) 74,0 


ohne NiSO; 0,2 | 0,7 4,2 | 15,4 7,6 |° 27,8 | 16.2 | 59,3] 224 | 89.7 


mit NiSO, 0339) GL 4,6 | 16,8 6,5 | 23,8 | 15,95) 58,4 | 21,2 | 77,7 


ohne CuSO,* —-|— 0,1 0,4 3:85) 14 5,4 |} 20,0 6.6 | 24,4 
mit CuSO, —| — 0,1 0,4 aia 4,1 5,4 | 20,0 5,0 | 18,5 


ohne FeCls Oat 7 4,2 | 15,4 CSO 27,8] G6 28593 Ne POA esol 


mit FeCl; OFS ae led 2,4 8,8 6,9" || 25,3) | 9585172, 


5 | 22,0 | 80,6 


Arginintiter = 27,0 eem 0,02 n-HoSO,. 
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TABELLE ITT. 
Einfluss von MgCle, CaCls und BaCl auf die Staphylokokkenarginase. 


Versuchsansatz: 3 cem Argininchlorhydratlésung (Titer=21,0 eem 0,02 
n-H»SO.) +0,4 cem Zentrifugat der 4% igen Bakterienmazeration +1 c¢em 3/400 
Mol-Salzlésung mit 0,6 cem Wasser (Hauptversuch) oder 1,6 cem Wasser ohne 
Salze (Kontrollversuch) +10 cem 0,1 Mol-Glykokoll-Natronlauge-Puffer von Pr 
~ 9,24 Toluol; bei 37°C 24 Stunden lang digeriert. 


Zunahme des Siiureverbrauchs (ccm 0,02 n-H»SO:) 


Versuch Pu 6 PH 7 PH 8 PH 9 


ecm % ecm % ecm % cem % 


Kontrollversuch 156 7,6 2,7 12,9 9,0 42,9 9,2 43,8 


mit MgCle OGr at 2: 11 5.2.) 68: | 300-7 65 | 316 
mit CaCl 04 eo: | OF 33> | 21,5 Tcl ete (eee 
pt Raion G5) 2a ro 48 | 2,2 | 105 | 2,8 | 10 
mit MgSO." Cae Rae Be Nahe 41+]: 34 | 12, 4,8 | 17,8 
ohne MgSO; 0,1 0,4 3,8 14,1 5,4 20,0 6,6 24,4 


Arginintiter = 27,0 ccm 0,02 n-H2SO.. 


TABELLE IV. 
Hitzewirkung auf die Staphylokokkenarginase. 


Versuchsansatz: 3cem Argininchlorhydratlosung (Titer=27,leem 0,02 
n-H2S80O;) -+ 1,5 eem oder 0,3 cem Enzymlésung, die aus 4%iger Bakterienpulver- 
suspension in Glycerin-Wasser (1:1) besteht und im Wasserbade von einer 
gewissen Temperatur am Riickfliiss 30 Minuten Jang erhitzt wurde+0,5 cem 
oder 1,7 ccm Wasser respektive+10eem 0,1 Mol-Glykokoll-Natronlauge-Puffer 
(Pu 9,2) -+Toluol; digeriert bei 37°C 24 Stunden lang. Zur Kontrolle wurde 
die nicht erhitzte Enzymlosung verwendet. 


Zunahme des Siureverbrauchs (cem 0,02 n-HeSO.) 


Enzym 
ecm 


nicht erhitzt 50°C 60°C 65°C 70°C 80°C 


eem | % |cem| % | cem| % | cem| % | ecm| % | ccm] % 


—— 


0,3 5:8] 196+ 4,9) 18,1) 3:2) 11,8) 2,1 | 7,7 |. 1,3 438; —] — 


1,5 13,5 49,8 | 13,4| 49,4| 13.3] 49,1} — | — | 11,7] 43,2] 1,3] 48 


ry 
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TABELLE V. 
Hitzeinaktivitit und Mangan- oder Cadmiumaktivierung. 

Versuchsansatz: 3cem Argininchlorhydratlésung (Titer=31,8cem 0,02 
n-H.S80,) +0,4 com 2% Bakterienpulversuspension (Glycerin-Wasser), die vorher 
bei verschiedener Temperatur am Riickfluss 30 Minuten lang erhitzt wurde 
+-0,6 cem Wasser +1 cem 3/400 Mol-Aktivator (MnSO, oder CdSO:) oder 1 cem 
Wasser ohne Aktivator+10¢em 0,1 Mol-Glykokoll-Natronlauge-Puffer von PH 
924 Toluol; digeriert bei 37°C 24 Stunden Jang. 


Zunahme des Siureverbrauchs (cem 0,02 n-H»SOs) 


Akti- 


i rs i cht ° ° ° 
Se OO | REED te tga 50° 55° 60° 65° 70 75 80 
 ratur | erhitzt 
' 
vator oe eem| % \eem| % |eem| % com % \cem| % \eem| % lecm| % \ecem| % \cem| % 
| 


ohne 13,4/42,1)11.6|36.5)10.2/32,1 8,426,4 7,9)/24,8) 7,2122, ey: 2,5| 7,9) 0,1] 0,3 
mit MnSO, |30,2)95,0/30,1|94,7/29,6)93,1 29,2/91,8 28,5|89,6|28,0|88,1/26,7/84,0/14,7/46,2| 2,5 | 7,9 
mit CdSO, |30,0194,3| — | — |28,2/88,7} — | — |28,0|88,1) —| — |23,7|74,5) — | — | 0,7 | 2,2 


TABELLE VI. 
Hinwirkung der Salzsiure auf die Staphylokokkenarginase. 

Die Bakteriensuspension (4%) wurde unter Toluol bei 37°C 1/2 oder 
24 Stunden lang aufbewahrt, nachdem die Aciditit derselben mit verdiinnter 
Salzsiure bei PH 2,0, 4,0 oder 6,0 eingestellt wurde, und auf Arginaseaktivitat 
dieser mit Sdure aufbewahrten Bakteriensuspension gepriift. 

Zur Kontrolle wurde die Bakterienpulversuspension (PH 7,2) ohne Salz- 
siure unter Toluol bei 37°C 1/2 oder 24 Stunden lang aufbewahrt. 

Ausser dem Haupt- und Kontrollversuch wurde Enzympufferloésung ohne 
Substrat unter den sonst gleichen Bedingungen versucht. 

In der Tabelle sind die korrigierten Werte angegeben. 

Versuchsansatz: 3ccm Argininchlorhydratlosung (Titer=27,l eem 0,02 
n-HoSO.) +1 ecem wit Salzsiure aufbewahrter Enzymlésung, versetzt mit 1,0 
cem 3/400 Mol Manganusulfatlésung oder mit 1 cem Wasser ohne Mangansulfat 
nach Neutralisieren +10 ccm 0,1 Mol-Glykokoll-Natronlauge-Puffer von PH 9,2 
+Toluol; digeriert 24 Stunden lang bei 37°C. Umpufferung und Urease- 
zerlegung und dann Ammoniakbestimmung nach Folin. 


. Zunahme des Saureverbrauchs (com 0,02 n-HeSO:) 
auer 

der Nietigice Hauptversuch Kontrollversuch 
Saure- rung PH 2,0 Pu 4,0 PH 6,0 PH 7,2 
wirkung 

eem % cem %o ecm Jo ecm % 

30 Min ohne MnSO,| 90,2 0,7 | 24,0 | 88,6 | 24,0 | 88,6 | 25,0 92,3 

~~" |mit MnSO, | 25,8 | 95,2 | 25,8 | 95,2 | 25,9 | 95,6 | 26,0 95,9 


24 sta, |Ohme MnSOy 0 | — | 0,6 | 2,2 | 12,6 | 46,5) 23,5 | 86,7 
“|mit MnSO, |. 20,0 73,8 23,6 87,1 -| 23,8 87,8 23,8 87,8 
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TABELLE VIT. 

Einwirkung der Girungsmilchsiure auf die Staphylokokkenarginase. 

Die 4%ige Bakteriensuspension, die mit Garungsmilehsiiure bei Pu 2,0, 4,0 
oder 6,0 und mit Natronlauge bei Pu 8,0 eingestellt und dann unter Toluol bei 
37°C 24 Stunden lang aufbewahrt wurde, hat man auf ihre Arginaseaktivitat 
nach der Umpufferung bei Pu 9,2 hin gepriift. Die Kontrollversuche wurden 
ohne Sadurebehandlung wie in den vorigen Versuchen angestellt. 
me Versuchsansatz: 3cem Argininchlorhydratlésumg (Titer; (1) 30,9 oder 
(IT) 31,8 cem 0,02 n-H280;) +0,4ceem Enzymlisung mit 0,6 em Wasser +1,0 
com 3/400 Mol-Aktivatorliésung oder 1 cem Wasser ohne Aktivator +10 ¢em 0,1 
Mol-Glykokoll-Natronlauge-Puffer von Pu 9,2; digeriert unter Toluol bei 37°C 
24 Stunden lang. 


Zunahme des Siureverbrauchs (cem 0,02 n-H2SO,) 


Hauptversuch Kontrollversuech 
oe PH 2 Pu 4 PH 6 Pu 8 Pry? 
eem | % |cem|] % |eem|! % |ecem | % cem % 
il 
ohne Aktivator 0 SS HSIN eS. OM eo. OM e259 | LO. Oileos ale eldeo 46,9 
mit MnSoO, 4,2 )13;6 [21.5 ';69,6 | 29,6 | 95,8) 30,7| 99,4) 30,6 99,0 
JA 
ohne Aktivator | 0 | — | 0,9 | 2,8] 8,7 | 27,4) 18,3] 57,5) 16,1 | 50,6 
mit MnSQ, 152 | 838 12835 | 8936" | 28,7 | 90,3) 3157 | 99,7) 3137 99,7 
mit CdSO, O34 sr als3 1935 161,32) Baya |"80,2)), 8ils7 1" 9957.) B0\6 96,2 


TABELLE VIII. 

Hinwirkung der Halogenessigsiure auf die Staphylokokkenarginase. 

Nach dev Einstellung des Pu-Werts der Enzymlésung mit Monojodessig- 
siure oder Monochloressigsiiure bei Pu 2,0, 4,0 oder 6,0 wurde die Enzymlosung 
unter Toluolschicht 24 Stunden lang bei 37°C aufbewahrt. 

Zur Kontrolle wurde die nur mit Wasser versetzte Enzymlésung (Px 7,2) 
ohne Halogenessigsdure verwendet. y 

Versuchsansatz: Titer der in diesem Versuch gebrauchten Argininchlor- 
hydratlésung betriigt 23,7 cem 0,02 n-HeSO:, sonst wie Tabelle VI. 


Zunahme des Siureverbrauchs (ccm 0,02 n-HeSOs) 
ae Aktivie- Hauptversuch Kontrollversuch 
eae rung Px 2, PH 4,0 | Pu 60 Pu 72 

com | % | com | % | com | GF eem % 

Nv S 0 = 0 — 0,9 | 3,8 4,1 17,3 

OOO (Cr ee it Satta chs Her, lean, aitaats 

mit MnSO,y 0,5 2,1 0,5 2,1 5,8 | 24,¢ 5 3 

ohne MnSO, 0 — 11 | 4,6} dsl.) 4,6 4,1 WES 
CH:.C1ICOOH 


mit MnSOx, 353 13,9 | 12;5 | 52,7 | 12,6 (53,2), 17,4 73,4 
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TABELLE IX. 

Einwirkung von Halogenessigsiure auf die Staphylokokkenarginase. 

Versuchsansate: 3cem Argininchlorhydratlésung (Titer=23,7 ecm 0,02 
n-H2sSOs) + leem Enzymsuspension + a) 32eem 1Mol CH:JCOOH oder 
CHeCICOCH oder+b) 1,5 cem 1 Mol CHzJCOOH oder CHeCICOOH mit 1,5 
ecm Wasser oder+¢) 3c¢cm Wasser ohne Halogenessigsdiure+8 ccm 0,1 Mol- 
Glykokoll-Natronlauge-Puffer von PH 9,2 + Toluol; digeriert bei 37°C 24 
Stunden lang. In der VTabelle ist die Konzentration der Halogenessigsaure 
bei der Digestion angegeben. 


Zunahme des Siureverbrauchs (cem 0,02 n-H2SO1) 
CH2JCOOH-Konzentration | CHsClICOOH-Konzentration i 
ce) 0 |b) M/10} a) M/d c) 0 b) M/10| a) M/5 
eem 0,02 n-H2SO. 10,8 5,3 4,8 10,8 10,5 8,4 
Spaltung (%) 45,6 22,4 20,3 45,6 44,3 35,4 


TABELLE X, 
Hinwirkung der Pankreasmazeration des Schweins auf die 
Staphylokokkenarginase. 

In diesen Versuchen wurden 5¢cm Bakterienpulversuspension gebraucht, 
die entweder mit 5eem (Versuch a) oder mit 2,5¢em Pankreasmazeration 
(Versuch b) und mit Toluolschicht unter Einstellung bei Px 8,0 mit Sodalosung 
im Brutschrank 24 Stunden lang der Proteasewirkung unterworfen wurde. 

Die Pankreasmazeration besteht aus 1 Teil Schweinspankreasbrei und 3 
Volumteilen Glycerin-Wasser (1:1). 

Zur Kontrolle wurde die in siedendem Wasserbade 30 Minuten lang erhitzte 
Pankreasmazeration verwendet. 

Ausser diesen Versuchen wurde Enzympufferlosung ohne Substrat unter 
gleichen Bedingungen digeriert. In der Tabelle sind die korrigierten Werte 
augegeben. 

Versuchsansatz: 3,0 ¢em Argininchlorhydratlésung (Titer =27,1 cem 0,02 
n-H2SO:)'+ 0,8 cem (Versuch a) oder 0,6 cem (Versuch b) mit Pankreasmazera- 
tion digerierter Enzymsuspension, versetzt mit 1 ce¢m Wasser ohne MnSOx, oder 
mit 1 cem 3/400 Mol-Mangansulfatlésung + 10,2 cem (Versuch a) oder 10,4 cem 
(Versuchb) 0,1 Mol-Glykokoll-Natronlauge-Puffer von PH9,2+Toluol; digeriert 
24 Stunden lang bei 37°C. Ureasezerlegung und Ammoniakbestimmung. 


Zunahme des Saureverbrauchs (cem 0,02 n-H2SO.) 


Versuch Aktivierung Hauptversuch Kontrollversuch 
eem % eem % 
? ohne MnSO: 5,0 18,5 6,5 24,0 
0,8 eem : ts ‘ 
Enzym mit MnSO. 15,8 58,3 LIT 65,3 
Ae pat ohne MnO, 6,0 22,1 6,4 23,6 
Wavy mit MnSO, 1353 49,1 13,8 50,9 
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_ Tasenie XI. 
Einwirkung des Pankreassaftes des Hundes auf die Staphylokokkenarginase. 
5cem Enzympulversuspension wurden mit 0,5 ¢cm Hundepankreassaftes 
vermischt, der mit 0,01 g Kinasepulver und 4,5 eem Wasser im Brutschrank 
30 Minuten lang aktiviert wurde, und nach Einstellung mit Sodalésung bei 
Pu 8,0 unter Toluol bei 37°C wihrend 24 Stunden der Proteinasewirkung 
unterworfen. 
7 Zur Kontrolle verwendete man den im siedenden Wasserbade 30 Minuten 
lang erhitzten Pankreassaft. 

Versuchsansatz: 3cem Argininchlorhydratlésung (Titer=27,l ccm 0,02 
n-H»SOx) + 0,8 cem oder 0,4 cem mit Pankreassaft digerierter Enzymsuspension, 
versetzt mit 1,0 ccm Wasser ohne MnSO, oder mit 1 cem 3/400 Mol-Mangan- 
sulfatlosung + 10,2 ccm oder 10,6 c¢em 0,1 Mol-Glykokoll-Natronlauge-Puffer 
von Pu 9,2+Toluol; digeriert bei 37°C 24 Stunden lang. Ureasezerlegung, 
dann NH3;-Bestimmung. 


Zunahme des Saureverbrauchs 
(eem 0,02 n-H2SO:) 
Nea dome SE tiyronuitg Hauptversuch Kontrollversuch 
cem % cem % 
nis ohne MnSO, 1,95 ie 2.0 7,4 
: 4 mit. MnSO, 3,55 13,1 4,7 Ty 
; oe ohne MnSO, 1,05 3,9 ilpil 4,1 
" mit MnSO, 2,4 8,9 2,8 10,3 
08 ohne MnSO, 2,7 10,0 3,0 a fale) 
k; : mit MnSO, 4,3 15.9 6,1 PADS 
e o4 | ohne MnSO. | 0,7 2,6 1,9 7,8 
; mit MnSO, 2,5 9,2 4,0 14,8 


TABELLE XII. 
Einwirkung des Darmsaftes des Hundes auf die Staphylokokkenarginase. 
In diesem Versuch wurden 0,5 cem Darmsaft des Hundes mit 4,5 ecm 
Wasser fiir Digestion von 5 ccm Bakteriensuspension verwendet. 
Versuchsansatz: ebenso wie Tabelle XI. 


Zunahme des Siiureverbrauchs (cem 0,02 n-H2SO:) 
des Aktivierung Hauptversuch Kontrollversuch 
ecm % ecm Yo 
On ohne MnSO, 2,2 8,1 2,3 8,5 
: mit MnSO,. 7,3 26,9 8,2 30,3 
0 ohne MnSO, 1,5 5,5 1,6 5,9 
Pe' | lmit MBO, 4,8 17,7 5,0 18,5 
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TABELLE XIII. 
Kinwirkung der Magenschleimhautmazeration des Schweins 
auf die Staphylokokkenarginase. 

In den Versuchen brauchte man 5 e¢em Enzympulversuspension, die ent- 
weder mit 5cem (Versuch 2a) oder mit 1,7 com Magenschleimhautmazeration 
(Versuch b) und Toluol unter Einstellung bei Pu 2,0 mit yerdinnter Salzsiiure 
im Brutschrank 24 Stunden lang der Proteasewirkung ausgesetzt wurde. Die 
Schleimhautmazeration enthielt 1 Teil Schleimhautbrei des Schweinemagens und 
3 Volumteile Glycerin-Wasser (1:1). 

Zur Kontrolle wurde die im siedenden Wasserbade 30 Minuten lang in- 
aktivierte Magenschleimhautmazeration verwendet. 

Versuchsansatg: 3,0 cem Argininchlorhydratlosung (Titer=27,1 ccm 0,02 
n-H2SO1) +0,8 cem (Versuch a) oder 0,3 cem (Versuch b) mit Schleimhaut- 
mazeration digerierter Enzymlosung, versetzt ‘mit 1,0 cem 3/400 Mol-Mangan- 
sulfatldsung oder mit 1 ccm Wasser ohne MnSO:+10,2 cem (a) oder 10,7 cem 
(b) 0,1 Mol-Glykokoll-Natronlauge-Puffer; Spaltung bei 37°C wahrend 24 
Stunden. Ureasezerlegung; Ammoniakbestimmung. 


Zunahme des Siureverbrauchs (cem 0,02 n-H»SOx,) 
Versuch Aktivierung Hauptversuch Kkontrollversuch 
cem % com J 
ae aon ohne MnSO, 0,70 2.6 0,75 2,8 
Enzym mit MnSO, 11,9 43,9 13,3 49,1 
0.3 Ae ohne MnSO, 050 1,8 0,5 1,8 
-Enzym mit MnSO, 5,8 21,4 5,7 21,0 
TABELLE XIV. 4 


Einwirkung der Lebermazeration des Schweins auf die 
Staphylokokkenarginase. 

5 ecm Bakterienpulversuspension wurden mit 2,5 cem Schweinelebermazera- 
tion (1 Brei+3 Volumteile Glycerin-Wasser) vermischt, mit verdiinnter Salz- 
saure bei Pu 4,5 eingestellt und bei 37°C 24 Stunden lang digeriert. 

Versuchsansatz: 3,0 cem Argininchlorhydratlésung (Titer =27,1 cem 0,02 
n-H2SO;) +0,6 cem mit Lebermazeration digerierter Enzymsuspension, versetzt 
mit 1eem Wasser oder mit 1 cem 3/400 Mol- Mangansulfatlésung +10,4 cem 0,1 
Mol-Glykokoll-Natronlauge- Puffer von Px 9,24+Toluol; digeriert 24 Stunden 
lang bei 37°C. Ureasezerlegung; Ammoniakbestimmung. 


Zunahme des Saiureverbrauchs (eem 0,02 n-HSO,) 
Aktivierung Hauptversuch Kontrollversuch 

eem % - cem % 
ohne MnSO, 1,9 7,0 B13) | 12,2 
mit MnS0, 13,2 48,7 - 14,6 53,9. 


ot 
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Bei KEinwirkung der Jodessigsiure wird die Aktivitit der 
Staphylokokkenarginase aber sehr stark, und zwar auf Null 
beeintrachtigt, und durch Zusatz von Mangansulfat fast nicht oder 
nur teilweise reaktiviert, z.B. kaum auf die Halfte des Anfangs- 
wertes im Versuch mit einer bei Pu 6,0 behandelten Enzymlosung, 
wahrend die herabgesetzte Aktivitaét der mit Monochloressigsiure 
“behandelten Enzymlosung mehr oder weniger durch Manganzusatz 
reaktiviert werden kann (Tabelle VIII). Auch nach der Beo- 
bachtung dieser Saurewirkung in M/10-M/5-Konzentration scheint 
der beeintrachtigende Hinfluss der Chloressigsiure quantitativ 
schwacher als derjenige der Jodessigsiure zu sein (Tabelle IX). 
Vor allem scheint die Siurewirkung bei Pu 2,0 zerstérend auf die 
Staphylokokkenarginase einzuwirken und die Arginasewirkung 
kaum mehr durch Mangansulfat reaktiviert zu werden, wahrend 
die Saureinaktivitat durch Salzsiure von Pu 2,0 deutlich reakti- 
viert werden kann. 

Nach der Proteasenwirkung wie Pankreasmazeration und Pan- 
kreassaft, besonders in einer grdsseren Menge Enzym auf die 
Staphylokokkenarginase wird nur eine schwache Herabsetzung der 
Arginaseaktivitat .bemerkt, die durch Zusatz von Mangansulfat 
deutlich aktiviert wird (Tabelle X u. XI). Durch die Einwirkune 
der Magenschleimhaut- oder Lebermazeration des Schweins wird 
die Staphylokokkenarginase fast nicht zerstort (‘Tabelle XIII u. 
XIV). Nur bei der Leberkathepsinwirkung hat man eine Saure- 
inaktivierung beobachtet, die durch Manganzusatz wieder aut- 
gehoben wurde (Tabelle XIV). Die Darmsaftwirkung blieb fast 
ohne Hinfluss (Tabelle XII). 

Diese Ergebnisse, dass Staphylokokkenarginase den tierischen 
Proteasen gegeniiber stark widerstehen konnte, lassen aber daran 
erinnern, dass Bakterienproteinkérper durch diese tierischen 
Proteasen schwer angreifbar sein mégen und auch die Frage der 
Proteinnatur der Bakterienarginase bleibt noch offen, da bei der 
Beurteilung auch noch die Proteinaseeinstellung in Riicksicht 


gezogen werden muss. 
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ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Die optimale Reaktion der Staphylokokkenarginase hegt ber 
Pu 9,0, die durch Zusatz von Mangan- und Cadmiumsulfat in 
M/500-M/2000- oder M/1000—M/2000-Konzentration respektive 
stark aktiviert werden kann, aber nicht dureh Nickel-, Kobalt- oder 
Hisenion. Erdalkalien besonders Kalzium- und Bariumion wirken 
stark hemmend auf die Staphylokokkenarginase. 

2. Der Hitzewirkung bei 50° (30 Min.) widersteht die 
Staphylokokkenarginase, sie wird aber deutlich durch Hitze von 
65°-70°C beeintrachtigt und zeigt bei 80°C fast vollkommene Zer- 
storung. Die durch Hitze bis bei 70°C eingebtisste Staphylokokken- 
arginase wird durch Mangansulfat (od. Cadmiumsulfat) ziemlich 
reaktiviert. 

3. Ebenso wie tierische Arginase kann die Milchsaéure- und 
Salzsaureinaktivitat der Staphylokokkenarginase bei Pu 4,0-6,0 
durch Manganion reaktiviert werden, wahrend die inaktivierende 
Wirkung der Jodessigséure und Chloressigséure durch Mangan- 
zusatz fast nicht oder nur teilweise reaktiviert wurde, und diejenige 
der ersteren noch starker als die der letzteren war. Die Inaktivie- 
rung durch andere Saure als Salzsiure bei Pu 2,0 wird im all- 
gemeinen kaum durch einen Aktivator wie MnSOy, beeinflusst. 

4. Die Staphylokokkenarginase widersteht der tierischen 
Proteasenwirkung wie Pankreasmazeration, Pankreassaft, Darm- 
saft, Magenschleimhautmazeration oder Lebermazeration und zeigt 
fast unveranderte Aktivitat und Aktivierbarkeit durch Manganion. 
Hier mag die Proteinaseeinstellung in Frage kommen. 


Diese Arbeit wurde ausgeftihrt mit der Unterstiitzung von der Gesellschaft 
Hattori-Hokokai, der ich an dieser Stelle meinen yerbindlichsten Dank aus- 
sprechen moéchte. jeananes AD aeetSh | OM ay/ataieyGy. 
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STUDIEN UBER DIE HARNPROTEASE 


IV. Uber das Auftreten der Harnprotease bei 
Sarkomkaninchen. 


Von 


SHIGETADA TUNO. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Kaisert. Kyusyu-Univ. zu Hukuoka, 
Japan, Direktor: Prof. Dr. K. Kodama.) 


(Eingegangen am 16. Oktober 1940) 


In der vorigen Mitteilung (1941) habe ich berichtet, dass man 
mittels der modifizierten Aminosaiurebestimmungsmethode von 
F lorkin eine spezifische Harnprotease im Harn von Krebskranken 
im Sinne von Abderhalden sicher nachweisen und diese zur 
klinischen Untersuchung als diagnostische Hilfsmethode anwenden 
kann. Ich habe nun fortlaufend mit Harn von gesunden und ° 
Sarkomkaninchen und solchen, denen gekochtes Sarkomeiweiss 
injiziert worden war, diese Reaktion gepriift. 


MATERIAL UND METHODE. 

Die Hinzelheiten sind in der vorigen Mitteilung genau 
beschrieben. ‘ Ich verwandte ca. 24 ke schwere Kaninchen, und 
zwar hauptsachlich mannliche, weil sie fiir die Katheterisation 
eeeigneter sind. Der Katheterharn wird zunachst neutralisiert und 
scharf zentrifugiert ; es wurden 20-40 cem davon benutzt. 


ERGEBNIS. 


In diesem Versuch wurde eine Amino-N-Zunahme von mehr 
als 0,20 mg/dl als positive und weniger als 0,19 mg/dl als negative 
Reaktion festgesicht. Als Resultat ergibt sich folgendes. 


1. Gesunde Kaninchen. 


Alle 10 gesunden Kaninchen ergaben durchweg negative 
Reaktion. (siehe Tabelle I). 
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TABELLE J. 


Gesunde Kaninchen. 


Amino-N-Menge (mg/dl) 
Nr. Geschlecht Beurteilung 
eigentl. Vers.| Kontrolle Abbau 
1 6 1,06 1,03 0,03 == 
” ” 0,80 0,64 0,16 = 
2 ro) . 0,92 0,92 0,00 = 
3 re) 0,60 0,57 0,03 = 
4 ) 1,20 1,15 0,05 =; 
5 3} 0,94 0,92 + 0,02 = 
6 6 0,87 0,78 0,09 | = 
7 6 0,24 Tadlhes020 0,04 | - 
8 9 1,02 0,89 sk a = 
9 Q 0,65 0,52 G13 eh ho — 
10 9 1,85 1,85 0,00 = 


2. Sarkomkaninchen. 


An 2 Stellen des Kaninchenriickens impfte ich subkutan je 
ein etwa reiskorngrosses Sttickchen Katosches Sarkomgewebe mit 
lebhafter Wachstumskraft ein. Wie aus Tabelle II ersehen, erga- 
ben alle Falle eine positive Reaktion, und zwar war das Auftreten 
der Reaktion ziemlich friihzeitig. 


3. Kaninchen nut Injektion von gekochtem Sarkomeiweiss. 


Auch nach Injektion einer NaCl-Lésung-Suspension von 
gekochtem Sarkomeiweisspulver bei gesunden Kaninchen trat die 
positive Reaktion in allen Fallen bald nach der Injektion auf. (siehe 
Tabelle IIT). 

Neuerdings ist es Prof. Okada (1940) gelungen, durch wieder- 
holte Injektion von Krebsgewebeextrakt das Wachstum des 
malignen Tumors zu hemmen, und zwar konnte in einigen Fallen 
eine vollstandige Heilung des Tieres bestatigt werden. Vielleicht 
spielt das Abwehrferment hier eine wichtige Rolle. Ich priifte 
nach, ob dieser interessante und wichtige Befund auch beim 
Sarkomkaninchen angetroffen werden kann. Der Versuch wurde 
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TABELLE IT. 


Sarkomkaninchen. 
a Sarkomimpfung Amino-N-Menge (mg/dl) 
Nr: 4g . mate 
D ‘ teilun 
5 area Tumorgrodsse pee ens Abbau = 
e 11 ? 21 Taubenei 2. 0,92 0,60 0,32 + 
12 g 25 ” 1,20 0,93 0,27 oo 
13 fo) 21 Sperlingei 2. 132 iil 0,21 ao 
»» 26 ” 0,95 0,80 0,15 2. 
Sperlingei 1. . if 
15 S 30 kleines Hiihnerei 2. 1,70 1,15 0,55 + 
21 3 2 q 1,39 1,26 0,13 ~ 
” 8 Sperlingei 2. 0,95 0,67 0,28 + 
” 9 ” 1,43 0,87 0,56 ay 
” 15 Taubenei 2. 0,48 0,17 0,31 ae 
” 30 Kindesfaust 2. 0,93 0,42 0,51 nF 
22 6 3 2 0,81 0,60 0,21 + 
Taubenei 1. 
os 8 Sperlingei 1. 0,85 0,27 0,58 v 
- 14 kleines Huhnerei 1. 2.36 1,21 1.25 a, 
Taubenei 1. : i z 
23 re) 5 Sperlingei 2. alyal 1,12 0,59 + 
” 35 Kindesfaust 2. 0,98 0,79 0,19 = 
24 fo) 35 ” 1,12 0,78 0,34 te 
25 Ti aes ee 60 | 027 *| (Og3 "|" = 
= Kindesfaust 1. 3 ae 2 
26 3 40 Kindesfaust 2. 1,65 1,34 0,31 ae 
TABELLE III. 
Mit Sarkomeiweiss injizierte Kaninchen. 
et Sarkomeiweissinjektion Abderhaldensche Reaktion 
Nr. B : 
& |30/IX | 2/X | 7/X | 9/X 4/X 9/X 11/X 
31 6 0,01g| 0,01 | 0,01 | 0,01 | +-(0.75mg/dl)| ++ (1,30) + (0,26) 
32 6 0,1 0,1 0,1 0,1 Ht (1,20) ++ (0,54) tt (1,33) 
33 re) 0,5 0,5 0,5 fe + (0,21) ++ (0,90) + (0,49) 
34 fo) 1,0 1,0 1,0 Pa ++ (0,75) + (0,45) + (0,54) 
Hae Pees =. unter 0.5 mg/dl Amino-N 
Hemi ae Ween i ” 1.0 ” ” 


tee ccc: ” 1.5 ” ” 


— > RE NT a Rene aloes 


~ SS, ee 


ToLowyN ET ‘6 ‘ “ & = wa ee g 9& 
ce “ec “ ee at 
JSNBTLOpuLyy foLougNyT | totauynyy “wrapy Toueqneuy, *| es wa 7 9 ee 
fOTOUY NY, | tarauyNgT “wrayy fousqney, | tessutrrody +1 > 
poy, TotoUyN TT pee Shed! : t 4p A 4b Xe OT 9 $e 
‘DOU, Zz A : = + He XE s‘0 g && 
S 6 6 “ 3 aif ‘is ‘ a 
~ PoLOUYEH | rotouyny ‘urepy — foueqney, | tessurptadg +1 a te a ae FO z es 
=) . 
ial jsNVFLOpMr yp forouyN]] | rotouynyy ‘urepy Toueqney, “| wet : 
ss PotouyN FT | rarouyuzy “ULI Toueqney, | tossurpradg +1 a: au | 2 XP 310° Be 
Te ; Stent sung duty ‘pyeluy | yyeluy “ype luy ee 5 
a are a ae PUMS [BLI| 8L6 |pu-sy 7, MeZ | Buen 
TUS | AN 
woryyelu 
PSSOL) ) SULOYAIBY Sop THYSYIV MA BEA Eee ee 


(OF6L “X/TT ue sunzduy ) TWOP ULUB Sy Wo41eTzrCur 
SSTOMIOMOYIVY YIU Wop pun WepuNses TOYIOA Wop To TUN YSTPIVMULOYIVS 


“AT @T1HaAvy, 
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unternommen, um irgend einen Unterschied der Wachstums- 
geschwindigkeit von transplantiertem Krebsgewebe bei normalen 
Kaninchen und bei vorher mit Sarkomeiweiss mehrmals injizierten 
Kaninchen aufzudecken. Leider war in meinem Fall keim Unter- 
schied nachzuweisen. (siehe Tabelle IV). 


ZUSAMMENFASSUNG. 


Ich habe mit Harn von gesunden und Sarkomkaninchen und 
solehen, denen gekochtes Sarkomeiweiss injiziert worden war, die 
Abderhaldensche Reaktion mittels der modifizierten Methode 
von Florkin gepriift. 

1. Bei allen 10 gesunden Kaninchen ergab sich durechwee 
negative Reaktion. 

2. Bei allen 11 Sarkomkaninchen ergab sich ca. 1 Woche nach 
der Impfung positive Reaktion. 

3. Bei allen Kaninchen, denen gekochtes Sarkomeiweiss 
Injiziert worden war, trat auch bald nach der Injektion die positive 
Reaktion auf. 

4. Nach der Sarkomimpfung konnte ich keinen Unterschied 
in der Wachstumseeschwindigkeit des Tumors zwischen den vorher 
gesunden und den mit gekochtem Sarkomeiweiss behandelten 
Kaninechen finden, d.h. das Abwehrferment gegen Tumoreiweiss 
scheint keine Hinfliisse auf das Wachstum des Turmors auszuiiben. 


Zum Schluss sei den Herrn Prof. Dr. K. Kodama und Prof. 
Dr. R. Itoh auf das herzlichste gedankt. 
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UBER DIE VERTEILUNG DES VITAMINS A IN 
TIERISCHEN GEWEBEN.’) 


VON 


TOSHIMASA SAKAMOTO, 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Kitasato-Institutes in Tokyo. 
Direktor: Dr. Akiji Fujita.) 


(Eingegangen am 17. Oktober 1941) 


In den vorangehenden Arbeiten (Sakamoto, 1940, 1,2) habe? 
ich die kolorimetrische und spektrophotometrische Bestimmungs- 
methode des Vitamins A ausfiihrlich beschrieben. In dieser Arbeit 
teile ich die damit gemessenen Ergebnisse iiber die Verteilung des 
Vitamins A in den Organen und Geweben der verschiedenen Tiere 
und in anderen biologischen Praparaten sowie das_ biologische 
Verhalten des Vitamins A unter verschiedenen Bedingungen mit. 
Derartige Ergebnisse, aber mit etwas verschiedener Methodik sind 
schon in der Literatur viel berichtet, so z.B. betreffs Vitamin A in 
den Lebern der Saéugetiere von Gillam (1938), in der foetalen und 
Neugeborenen-Leber des Menschen von Neuweiler (1936), in der 
Menschenmileh von Neuweiler (1935), in der Kuhmilch von 
Haas (1938), in dem Menschenblut von Eekelen (1937),: in 
Butter von Leuschen (1937). Betreffs der Japaner und 
japanischen Tieren mit Ausnahme der Fische ist bis jetzt meines 
Wissens kaum eine genaue Bestimmung gemacht. In dieser Arbeit 
wird versucht, diese Liicke teilweise zu ergainzen. Der Vitamin A- - 
Gehalt der Fischorgane soll in einer besonderen Arbeit behandelt 


werden. 


1. Vitamin A-Gehalt der Meerschweinchenorganen. 


Von den untersuchten Meerschweinchenorganen war der 
Vitamin A-Gehalt wie Tab. I belegt, am gréssten in der Leber, 


1) Der Gesellschaft ,,Nippon Gakuzyutu-Sinkékai*“ sei fiir Unterstiitzung: 
bei dieser Untersuchung verbindlichst gedankt. (A. Fujita). 
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TABELLE I. 
Vitamin A-Gehalt in den Organen von Meerschweinchen. 
Die eingeklammerten Zahlen bedeuten die korrigierten Zahlen wegen des 
vorliegenden Carotins. Dasselbe gilt auch in den folgenden Tabellen. 
C. P. R.: Carr-Pricesche Reaktion. 


Huyinomtigne Vitamin A-Gehalt es 

Organ Oe in mg% GP sipetae 
Leber 8,00 0,091 [0,003] positiv 
Herz 1,64 0,063 [0,004] beinahe positiy 
Lunge 4,70 0,026 [0,002] ” 
Hoden 3,30 0,011 [0,002] ” 
Niere 5,75 <0,011 [0,001] bate 
Maen 4,56 <0,008 [0,001] (eeeee eS ee a 
Darm (ganz) 10,00 <0,006 [0,003 | rosarot. 
Hirn (ganz) Srl 0,005 [0,001] tbeinahe positiv 
Milz 0,96 0 negativ 


dann folgen Herz, Lunge usw. Bei Magen und Darm war die 
Carr-Pricesche Reaktion rosarot und die Extinktionen nahmen 
in 380 Sekunden nach Zusatz der Reagenzien etwas zu. Daraus ist 
zu schliessen, dass der Vitamin A-Gehalt in den genannten Organen 
sehr klein war, und die gleichzeitig vorhandenen Beimengungen 
der Steroide die genaue Bestimmung storten. 


2. Vitamin A-Gehalt der Kaninchenorgane. 


Beim Kaninehen wurde die Verteilung des Vitamins A in den 
Blutbestandteilen und Knochenmark genau bestimmt. Wie aus 
den Ergebnissen von Tab. II hervorgeht, liegt der Hauptanteil des 
Vitamins A des Blutes im Plasma und nur spurweise in Erythro- 
eyten vor. Im Knochenmark fand man mehr Vitamin A als im 
Blut. In Muskeln war es kaum nachzuweisen. 

Zur Extraktion des Vitamins A aus Blut fand ich folgenden Arbeitsgang 
am zweckmassigsten: Zu acem Blut (von 10 bis 40 cem) werden a/10 cem 
10 n KOH zugesetzt und unter 6fterem Zusatz von einigen Tropfen Oktylalkohol 


und unter N2-Durchleitung in kochendem Wasserbad 30 Minuten erhitzt, nach 
Abkiihlung werden a/2 ccm Athylalkohol und a/2 cem Wasser zugesetzt,1) und 


1) Sonst emulgiert die Atherphase und wird schwer trennbar. 


en 


oe ao I a iF ee 
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TABELLE II. 


Vitamin A-Gehalt in den Kaninchen-organen. 


= es 
Organ er ae Notice uae CPR 
in g 8% 

‘ Leber 5 8,80 [0,001] sehr stark positiv 
Knochenmark 251 0,061 [0,0008] positiv 
Blutplasma 10 0,031 [0,0001] beinahe positiv 
Blut | 10 0,015 ” ” 
Hrythrocyten 10 | 0,0045 [0,00041 negatiy 
Muskel | 5 fast 0 


mit 25eem Ather wiederholt extrahiert. Der Extrakt wird zuerst mit 15 cem 
Wasser, dann mit 15ceem 0,5 KOH, danach mit 15 ¢e¢m Wasser zweimal 
gewaschen, verdampft, und in 1 cem Chloroform gelost und gemessen. 

Die gemessene Extinktion fand ich nach Verseifung ohne Alkoholzusatz 
(100°, 30 Minuten) immer hoher als mit Zusatz (75°, 30 Minuten). Dureh 
Verlingerung der Kochdauer nahm die gefundene Extinktion nicht mehr zu. 


2 


3. Vitamin A-Gehalt der Rinderorgane. 


Die Verteilung des Vitamins A in den verschiedenen Organen 
wurde bei Rinderorganen besonders genau bestimmt. Wie aus 
Tab. III ersichtlich, ist der Gehalt am gréssten in der Leber, dann 
folgen Augenchorioidea, Netzhaut, Ciliarkérper, Nebenniere, Niere, 
Corpus pineale, Skelettmuskel, Uterus, Thymus usw.. In Schild- 
driise, Pankreas, Herz, Gehirn und Lunge war sehr geringes und 
in der Augenlinse und dem Kammerwasser tiberhaupt gar kein 
Vitamin A nachweisbar. 


4. Vitamin A-Gehalt der Mauseorgane. 


Bei den Miuseorganen folgte die Reihenfolge des Vitamin A- 
Gehalts, wie Tab. IV belegt, folgendermassen: Leber, Lunge, Milz, 
Herz, Niere, Darm, Gehirn, Hoden und Magen. 


5. Vergleich des Vitamin A-Gehalts der Leber der 
verschiedenen Tiere. 


Von den untersuchten Siugetieren war der Vitamin A-Gehalt 
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der Leber wie aus Tab. V ersichtlich, am gréssten beim Pferd, dann 
folgten Rind, Maus, Kaninchen und Meerschweinchen. In der Leber 
vom Huhn war eine geringe und in derselben vom essbaren Frosch 
eine ziemlich bedeutende Menge Vitamin A nachweisbar. Da der 


Vitamin A-Gehalt von vielen Bedingungen beeinflusst wird, seien - 


die hier angegebene Zahlen nur als ein Beispiel zu betrachten. 


TABELLE III. 


Vitamin A-Gehalt in den Organen des Rindes. 


Organ ie a be amet Acar? CLE ho 
in g = 
Leber | 4,0 - 9,89 [0,017] sehr stark positiv* 
Chorioidea (Auge) 550 1,09 [0.002] tp 20m 
Netzhaut | 8,95 0,38 [0,002] Ze? Das: 
Ciliarkorper 2,80 0,052 [0,003] beinahe positiv 
od ; Mark 3,30 0,050 [0,028] positiv 
Nebenniere : 
Rinde 4,00 0,048 [0,029] ” 
. Rinde 5,00 0,043 [0,005] ” 
Niere { : Oe 
Mark 5,00 0,020 [0,006] beinahe positiv 
Corpus pineale 0,97 0,042 [0,003] ” ” 
et eae 5,00 0,014 [0,001] » ” 
Corpus luteum 5,00 <0,017 [0,119] 2” ” 
Uterus 5,00 0,013 [0,005] ” ” 
Thymus 5,00 0,012 [0,001] ” ” 
Hypophyse 6,44. 0,011 [0,011] » » 
Schilddriise 5,00 0,008 [0,001] ” ” 
Pankreas 5,00 0,005 [0,004] =? ” 
Herz 5,00 0,004 [0,009] »” ” 
Grosshirn 5,00 '0,003 [0,0006] ” ” 
Kdeinhirn 5,00 0,003 [0,0006] ” 2 
Follikelfliissigkeit 5,00 0,003 [0,0006] ” ” 
Lunge 5,00 0,002 [0,0017] ” 9 
Augenlinse 1,79 0 negativ 
Kammerwasser 5,00 ” 2»? 


* Das Band um 620 mu war sichtbar. 
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TABELLE IV. 
Vitamin A-Gehalt in den Organen der Maus. 


Organ eats i ck C.P.R. 
ing 

_ Leber 3,2 9,49 [0,01] sehr stark positiv* 
Lunge 0,95 0,67 [0,006] stark positiv 
Milz 0,33 0,22 [0,015] beinahe positiv 
Herz 0,50 0,21 [0,01] » » 

» Niere 1,05 0,10 [0,003] ” ” 
Darm (ganz) 4,09 0,072 [0,006] ” » 
Gehirn(ganz) 1,42 0,045 [0,001] ” ” 
Hoden 2,08 0,041 [0,001] ” » 
se 101 | -<005 (0,003) _|{ txtrot, Nach 30 Sek, 


* Das Band um 620-630 my war sichtbar. 


TABELLE V. 


Vitamin A-Gehalt der Leber verschiedener Tiere. 


iNet Vitamin A-Gehalt Absorptionsband 
in mg% Gny) 
Pferd 13,19 [0,013] 680 
Rind — 9,89 [0,02] 620—630 
Maus 9,49 [0,01] 620—630 
Kaninchen 8,80 [0,001] 620 
Meerschweinchen 0,091 [0,003] kaum sichtbar 
Huhn 1,05 [0,01] 620 
Frosch* (essbar ) 11,31 [0,094] 620, 570—640 


* Rana catesbiana Shaw. 


6. Abnahme des Vitamin A der Rattenleber nach Verfitterung 
nut Vitamin A-armer Didt. 


Die Ratten mit 30 bis 40 e Korpergewicht wurden mit Vitamin 
A-armer Diat (USP XI) gefiittert und der Vitamin A-Gehalt der 


1) The Pharmacopoea of the United States of America, Eleventh De- 
cennial Revision. Official from June 1, 1936. 


430 T. Sakamoto: 

. } 
Leber wurde nach Verlauf verschiedener Zeiten bestimmt. Aus 
den Ergebnissen von Tab. VI ergibt sich, dass der Vitamin A- 
Gehalt etwa 35 Tage nach vitaminarmer Fiitterung fast vollkommen 
erschopft war. Zu dieser Zeit war aber noch kein Augensymptom 
der Avitaminose bemerkbar. 


TABELLE VI. 


Abnahme des Vitamins A in Rattenleber nach Verftitterung 


mit Vitamin A-armer Diat. = 
4 
Tage nach Beginn Korpergewicht Vitamin-A-Gehalt 
der Verfiitterung in g in mg% i 
1 Syl 0,68 i 
+3) DL — ; 
10 62 = , 
15 71 = ; 
20 69 7 { 
25 67 0,10 4 
30 63 0,08 “a 

33 60 —_ 

34 — fast 0 
36 61 ” 


vy 


7. “Lunahme des Vitamin A in Rattenleber nach 
Zufuhr von Vitanun A bzw. Carotin. 


In dem Versuch, in dem den jungen Ratten ausser vitamin- 
armer Diat Mohrriiben gegeben wurden, stieg der Vitamin-A-Gehalt 
der Leber in 6 Tagen etwa ums doppelte. (Tab. VII). 


~ TABELLE VII. 


Zunahme des Vitamins A in Rattenleber nach Verfiitterung von Mohrriiben. 


== 


Tage nach Beginn Vitamin A-Gehalt 
der Verfiitterung in me% 

0,56 

0,64 

1,15 


Verteilung des Vitamins A in tierischen Geweben. 431 

In dem Versuch, wo jeder Vitamin A-frei ernihrten Ratte 

0,lmg%ige Carotinlosung in Olivenél taglich subkutan injiziert 

wurde, zeigte der Vitamin A- bzw. Carotin-Gehalt der Leber bis zu 
11 Tagen kaum eine wahrnehmbare Zunahme. (Tab. VIII). 


TABELLE VIII. 


- Zunahme des Vitamins A in Rattenleber nach Zufuhr von Carotin. 


Nach Zufuhr von Carotin Kontrolle!) 
Tage nach Beginn ——- 

des Versuches Vitamin A Carotin Vitamin A Carotin 
in mg% in mg% ° in mgY in mg% 
2, 0,64 0,016 0,58 » 0,033 
5 0,68 ' 0,036 0,49 0,026 
8 0,68 0,036 0,35 0,027 
ipl 0,67 0,047 0,31 0.025 


1) Gefiittert mit gekochtem Reis und Hefepulver (,,Ebios*'). 


Dagegen nahm bei der dritten Gruppe der Ratten, denen 0,1 
eem Vitamin A-Praparat! (,,Haliva‘) taglich subkutan injiziert 
wurden, der Vitamin A-Gehalt der Leber in 24 Tagen etwa 200 mal 


TABELLE IX. 


Zunahme des Vitamins A in Rattenleber nach Zufuhr von Vitamin A. 


Rape aad Bogie Vitamin A-Gehalt der Leber in mg% 
ges Versaches Vitamin A injiziert Kontrollel) _ 

1 3,08 0,57 
2 17,72 oa 
3 38,75 0,52 
6 40,80 0,44 
9 49,60 0,31 

12 95,90 0,048 

14 86,90 0,034 

24 138,29 —— 

27 : 1S 1519 oz 


1) Wie bei Table VIII. 


1) Entsprechend etwa 2,7 mg Vitamin A. 
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zu, wihrend die vitaminarm ernahrten Kontrolltiere sich zu dieser 
Zeit beinahe vitaminfrei erwiesen. (Tab. IX). 


8. Die Priifung der Umwandelung des Carotins im 
Vitamin A durch Leber und Lunge.’ 


Die Versuche von Olcott und McCann (1931), die die 
Umwandlung des Carotins in Vitamin A durch die Leber der 
vitaminarm ernahrten Ratte in vitro festgestellt zu haben glaubten, 
hielten den Nachpriifungen von Ahmad (1931), Rea und Drum- 
mond (1932) und Maewalter (1933) nicht stand. Bis jetzt hegt 
kein sicherer Beweis des Fermentes ,,Carotinase“ vor. Neuerdings 
hat Sawada (1940) in der vorlaufigen Mitteilung ohne Angabe 
der genauen. Daten berichtet, dass er soleche Umwandlung durch 
Durehblutunegsversuch der Hundeleber nachweisen konnte. Ich 
habe mit Schnitten bzw. Brei der Leber und Lunge der Ratte und 
des Kaninchens diese Umwandlung in vitro geprift, aber es ist 
mir bis jetzt in keinem Falle gelungen, diese Umwandlung sicher 
festazustellen. Da meine Versuche negativ ausfielen, sollen sie hier 
nur kurz behandelt werden. 

Hin Versuchsbeispiel mit Organbret. 

Je 5@ Leber baw. Lunge des Kaninchens wurden mit Glassand 
zerrieben und mit 12,5 cem Pferdeserum gemischt. Nach einigem 
Stehen wurde durch Abpipettieren der Fliissigkeit diese von dem 
eroben Niederschlag getrennt. Je 5cem dieser Losung wurden in 
ein Reagenzglas gebracht und folgendermassen behandelt. (1) 
Leberbrei mit 3 Tropfen 100 mg%iger Carotinlésung in Chloro- 
form. (2) Leberbrei allem. (3) Lungenbrei mit 3 Tropfen 100: 
mgYoiger Carotinlosung in Chloroform. (4) Lungenbrei allein. 

In jedes Glas bringt man ausserdem 1 cem Chloroform, befreit 
durch Evakuation vom geldsten Gas, leitet sauerstofffreien Stick- 
stoff durch und bewahrt unter gasdichtem Verschluss 24 Stunden 
bei 388° auf. Zu (2) und (4) fiigt man dann 3 Tropfen 100 
mg%ige Carotinlésung zu. Der Inhalt jeden Glases wird verseift 


und das Unverseifbare in 3 cem Athylalkohol gelést und bei 325 mut 


photometriert. 
Ich fand folgende H-Werte (1 cm). 


-s3 
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(1) 0,506, (2): 0,496, Differenz: 0,010, 
(3) 0,308, (4) 0,330, Differenz: —0,022. 

Es wurde also keine sichere Zunahme der H-Werte bei 325 mu 
nach 24 Stunden Bebriitung konstatiert. _ 

Die ahnlichen Versuche mit Brei oder Schnitten der Ratten- 
~organe unter Toluol ergaben dasselbe Resultat. Die durch Vitamin 
A-arme Verfiitterung fast vitaminfrei gemachte Rattenleber ver- 
hielt sich auch nicht verschieden. Nebenbei sei hier bemerkt, dass 
das zugesetzte Vitamin A bei Gegenwart von Luft nach 24 Stunden 
Bebriitung grosstenteils zerstort wurde, wahrend es sich unter der 
obengenannten anaeroben Bedingung kaum veranderte. 


9. Vitamin A-Gehalt der Menschenmilch. 


Der Vitamin A-Gehalt der Menschenmilch war einige Tagen 
nach der Geburt etwa 747%. Er nahm mit der Zeit allmahlich 
ab, um nach etwa einem Jahre ungefaihr 20 y% zu betragen, wie 
aus Tab. X hervorgeht. 

Zur Bestimmung des Vitamins A der Milch fand ich den folgenden 


Arbeitsgang am zweckmiassigsten. 
Zu aeem (von 10 bis 25 cem) Mileh werden aecm 107 KOH zugesetzt 


TABELLE X. 
Vitamin A-Gehalt der Menschenmilch. 


faite Zeitdauer Vitamin A-Gehalt 
nach der Geburt in mg 
15. Marz 1940 4 5 Tage 0,074 [0,004] 
” ” Pe ay ee 0,070 [0,003] 
3. Mai ” = 0,064 [0,009] 
ihe oS » 1 Monat 0,038 [0,002] 
an itsy ” 2 Monate 0,038 [0,001] 
No) Ores ew eas 4 9 0,025 [0,001] 
BE? ” GD 0,019 [0,0006] 
15. Marz » 9 » 0,022 [0,001] 
4.Mai» 10» 0,023 [0,0008] 
ge th ” Ie 0,016 [0,0008} 
Doe ON h a 2 He 3? 0,022 [0,002] 
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und nach Zusatz von Oktylalkohol unter Stickstoffdurchleitung 30 Minuten 
gekocht. Dann fiigt man @ ecm Athylalkohol, a cem Wasser und 25 ecm Ather 
zu, schiittelt, und extrahiert nochmal mit 25 ccm Ather. Die Atherphase 

wird hintereinander mit je 15 cem Wasser, 0,5 KOH, und Wasser (zweimal) ; 
gewaschen, abgedampft usw. : i 


10. Vitamin A-Gehalt der Kuhmilch. 


Der Vitamin A-Gehalt einiger Arten Kuhmilch aus Tokyo 
wurde gemessen. Wie aus den Ergebnissen in Tab. XI ersichtlch, 
war der Gehalt im Vergleich mit Menschenmileh ziemlich klein, 
namlich 6 bis 9 y%. 


Zur einmaligen Bestimmung nimmt man zweckmissig 50 eem Milch. 
é 


TABELLE XI. 
Vitamin A-Gehalt in der Kuhmilch. 


Datum Art ae 

— ,Meizi‘’-Milch 0,0092 [0,0001] 
15. Miirz 1940 ' ,,Morinaga‘*-Mileh 0,0062 [0,0001] 
” ” ” , Kindermileh” 0,0055 [0,0001] 
;Ce eee ,Asahi-Mileh 0,0054 [0,0001] 
15, 33 os »Tdky6-hosy6*-Mileh 0,0077 [0,0003] 


11. Vitamin A-Gehalt der Milchprodukte. 


Der Vitamin A-Gehalt je einer Art pulversierter und konden- 
sierter Milch, Butter und Kase wird in Tab. XII angefiihrt. In 


TABELLE XII. 
Vitamin A-Gehalt in den Milechprodukten. 


i rea er ea enet 
23. April 1940 aa ee eo 0,113 [0,004] 
& tpag at ae 0.063 [0.002 
eae i svete ea eel eat ae [0,021] 
susie’ is o Steainh ee ace i 0,188 [0,0096] 
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Butter war der Gehalt ziemlich hoch, namlich etwa 0,8 mege%. In 
allen tbrigen betrug der Gehalt etwa 0,1 bis 0,2 me%. 

Zur Bestimmung des Vitamins A der pulversierten und kondensierten 
Milch lést man 2g davon in 10 cem warmem Wasser. Dazu gibt man 12 ecm 
10% KOH und man kocht nach Zusatz von Oktylalkohol unter Stickstoff- 
durchleitung 30 Minuten, kiihlt ab, setzt 12 cem Wasser, 12 eem Athylalkohol 


und 25 cem Ather zu und fiihrt den Versuch weiter wie bei Menschenmilch 
durch. 

Beim Versuch mit Butter oder Kase gibt man zu 1g Material 10 eem 
Athylalkohol und 1ecm 107 KOH und verseift unter Stickstoffdurchleitung 
15 Minuten bei 75°, usw. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Die Verteilung des Vitamins A in den verschiedenen 
Organen von Meerschweinchen, Kaninchen, Rind, und Maus wurde 
gemessen und tabellarisch angegeben. Der Gehalt war in der 
Leber am grossten. Dann folgten Augenchorioidea, und Netzhaut. 
In den sonstigen Organen war der Gehalt bedeutend kleiner. Im 
Blut liegt das Vitamin A hauptsachlich im Plasma und nur spur- 
weise in den Blutzellen vor. 

2. Der Vitamin A-Gehalt der Leber der verschiedenen Tiere 
wurde verglichen. Bei Kaninechen und Huhn war der Gehalt sehr 
klein. 

3. Nachdem man junge Ratten mit vitamin A-armer Diat 
fiitterte, wurde der Vitamin A-Gehalt der Leber in etwa 35 Tagen 
fast vollkommen erschépft. Die Augensymptome traten zu dieser 
Zeit noch nicht auf. 

4. Nachdem man den Ratten Carotinlosung zuftihrte, war die 
Zunahme des Vitamins A der Leber nicht sehr auffallend. Dagegen 
war die Zunahme nach Zufuhr von Vitamin A sehr betrachtlch 
und der Gehalt wurde in etwa 24 Tagen rund 200 mal so gross. 

5. Die Umwandlung des Carotins in Vitamin A durch Leber- 
bzw. Lungengewebe in vitro konnte nicht nachgewiesen werden. 

6. Der Vitamin A-Gehalt der Menschenmilch nimmt mit der 
Zeit nach der Geburt allmahlich zu. Der Gehalt war kurze Zeit 
nach der Geburt etwa 74 y%, um in einem Jahre nur etwa 20 y% 
zu betragen. 

7. Der Vitamin A-Gehalt der Kuhmilch aus Tokyo war viel 
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kleiner als der der Menschenmilch, namlich 6 bis 9 y%. 
8. Der Vitamin A-Gehalt einiger Milehprodukte wurde eben- 


falls gemessen. 
Diese Arbeit wurde auf Veranlassung und unter Leitung von 


Herrn Dr. A. Fujita ausgefiihrt, welchem ich an dieser Stelle 
bestens danke. 
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UBER DIE VERTEILUNG VON VITAMIN A, UND Az 
IN FISCHEN.” 


VON 


TOSHIMASA SAKAMOTO. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Kitasato-Institutes in Tokyo, 
Direktor: Dr. Akijit Fujita.) 


(Hingegangen am 17. Januar 1941) 


Fujita und Sakamoto (1941) haben eine Bestimmungs- 
methode des Vitamins A», neben A, beschrieben. Mit dieser 
Methode habe ich weiter die Verteilung der beiden Vitamine in 
64 japanischen Fischen untersucht. Bisher wurde iiber den 
Vitamin A-Gehalt des Lebertrans der japanischen Fische viel 
berichtet, so zum Beispiel von Kawai (1930) bei Gadus und 
Theragra, Huzigawa(1931) bei koreanischem Gadus, Kawakami 
(1932) bei verschiedenartigen Fischen, Kawai und Yosida(1933) 
bei Haifischen, Takeda und Katui (1937) bei Gadus und Sepiella, 
Saga und Sind6 (1938) bei Cyprinus und Misgurnus und yon 
Higasi (1940) bei 7 vitaminreichen Fischen. Der letztgenannte 
Autor hat besonders den Einfluss der verschiedenen Bedingungen 
auf den Vitamin A-Gehalt untersucht und kam zu den Er- 
gebnisse, dass der Vitamingehalt umso grésser wird, je kleiner der 
Lebertrangehalt, je grosser die Kérperlange und je alter die Fische. 
Kawakami (19382) hat den Vitamin A-Gehalt des Lebertrans 
vieler japanischer Fische untersucht aber der Unterschied von 
Vitamin A, und Ay wurde von ihm nicht beriicksichtigt. Die 
Verteilune der beiden Vitamine ist bei den japanischen Fischen 
noch nicht untersucht worden. In dieser Arbeit werden die Er- 
gebnisse meiner Bestimmung berichtet. Die Arbeiten tiber die 
europaischen und amerikanischen Fische sind schon in der voran- 
gehenden Arbeit (Fujita u. Sakamoto 1941) titiert worden. 


1) Der Gesellschaft ,,Nippon Gakuzyutu-Sink6kai” bin ich ftir die Unter- 
stiitzung bei dieser Arbeit zu bestem Dank verpflichtet. (A. Fujita.) 
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1. Verteilung des Vitamins A, und Az in den Lebern 
verschiedener Fische. 

Zur Bestimmung wurden die Lebern bei den meisten Fallen 
sofort nach Abtéten der Fische behandelt und gemessen. Wenn 
die Organe nicht sofort untersucht werden konnten, wurden sie im 
gefrorenem Zustande aufbewahrt oder zum Laboratorium trans- 
portiert. Die Ergebnisse meiner Messungen befinden sich, nach 
der Grésse angeordnet, in Tabelle I. Wie ersichtlich, war der 
Gehalt in der Leber von allen untersuchten Fischen bei ,,Menuke* 
am erossten, nimlich 1470mg%. Mit anderen Worten macht das 
Vitamin A der Leber soviel wie etwa 1,5% des Gesamtgewichtes 
aus. Von den Sitisswasserfischen enthielten ,,Namazu“, ,,Raihi* 
und ,;Dozy6“ in der Lebér ausschlesshich Vitamin A» aber andere 
Fische enthielten entweder Vitamin A, allein oder gleichzeitig A; 
und A». Auch bei manchen Meerwasserfischen kamen _ beide 
Vitamine gemischt in der Leber vor. Dass das Vitamin A, aus- 
schliesslich in Meerwasserfischen und das Vitamin A» ausschliess- . 
lich in Stisswasserfischen vorkommt, war also in der Leber nicht 
so regelmassig der Fall, wie von Wald (1939) bei der Netzhaut 
beobachtet wurde. 


TABLE I. 
Der Gehalt von Vitamin A; und Vitamin A» in den Fischlebern. 
Die eingeklammerten Namen sind die japanischen Benennungen. 
< Stisswasserfische sind mit * bezeichnet. 


1=leicht, rl=rotlich, r=rot, br=braun, 0o=orange, g=gelb, h=hell, 
d=dunkel, bl=blaiulich, gl=griinlich, C.P.R.=Carr-Pr icesche Reaktion. 


: Vitamin- 
nee Gewicht] Parbe| Gehalt 
Datum Art Le Ue aiden in mg% 
Leber |Qeber 

in g Ay AC 
29. Mai 1940} Sebastodes quinqueradiata (Menuke) 38 — io: 1470 (0) 
6. Juni » ” ” — — » . 11386 0 
20. Mai» = (Ak6dai) 50 — Sao || hatte ih 0) 

eter e2e. p42) = (Akazeazi) 30 4,87 |rl.bl.| 186 | Spur 

13. Juni » Parasilurus asotus (Namazu) * 34 (35 br. 0 | 99 
14, » ” Ophiocephalus argus (Raihi) * 47 6,7 0... 0 99 
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27. Mai 1940] Ophiocepharus dreus (Raihi) * 26 2,2 o.g./ 0 66 


6. Juni » | Cyprinus carpio (Koi) * 33 ~- h. br.| 81,6 0 
9.Mai » | Entosphenus japonicus (Yatumeunagi)*| — 5,0 — | 79,2 0 
24, » ” Hexagrammos otakii (Ainame) 34 — br. .| 64,5 | Spur 
Oa? ” Scomber japonicus (Honsaha) 21 4,35 ” Dost ” 

10 97.» ” ” —_ 5,2 » | 46,6 ” 
23. »  » | Sebastodes giintheri (Mebaru) 28 -— g, | 44,2 8,3 
1. Juni » | Katsuwonus vagans (Katuo) 50 80 br. | 43,9 | Spur 
18. Mai » ” ” 63 — ” 21,1 — 
20. » » | Thunnus orientalis (Mezi) Soe ea kst0) ” 40,9 — 
ON. 9 » | ” ” 52 -— ” 28,1 4,6 
18. ” Parapristipoma trillineatum (Isagi) 26 3,0 ” 40,6 | Spur 
25 eo » ” ” BS — ” 15,8 — 
3. Juni » Labracoglossa argentiventris (Takabe)| 23 Se 37,8 | Spur 
31. Mai » | Branchiostegus japonicus (Amadai) 42 4,4 h. bry | 86;75)) 72. 
Sates. ” ” ” 32 = ” 30,4 = 
14. April » | Caranx delicatissimus (Simaazi) == 1,65 So le aOa po 
30. Mai . » ” ” | 36 — h.g. | 9,24] Spur 
24. » » | Seriola quinqueradiata (Buri) 60 — br. | 24,6 ” 
20.» ” Oncorhynehus keta (Sake) 63 — ” 22,4 —_ 
24, » ” ” » 5d 90 ” 7,521 0,69 
4; Suni » Doederleinia berycoides (Akamutu) 43 — ” 21,9 0 
28. Mai » | Hyporhamphus sajori(Sayori) 30 1,86 ” 21,4 0 
23. » ” Oncorhynchus milktschitsch (Masu) 58 37,0 ” 18,3 6,95 
» »  » | Stromateoides argenteus(Managatuo) |. 38 — ” 18,9 0 
» » 9 | Seomberomorus niphonius (Sawara ) 64. 70,0 27) | Lica |) So50e 
ie? » | Chelidonichthys kumu(H6b6) 32 — h. br. | 17,4 — 
Op att) ” ” ” 31 — ” 9,24 | Spur 
Or | Ss = (Onosuke ) 69 — Largs) |) EC, ” 
1. Juni » | Pagrosomus major (Tai) 46 _— h. br. | 15,6 ” 
30. Mai » ” ” = 5,2 ” 14,8 — 
Aitios ” ” ” 21 2,5 — | 12;7 Spur 
29. »  » | Pleuronichthys cornutus (Meitagarei) 21 230 o. g. | 15,1 0 
7. Juni » | Muraenesox cinereus (Hamo) 59 6,7 h.g. | 14,1 | Spur 
31.Mai » | Trichiurus japonicus (Tatiuo) 102 25,0 | h. br. | 12, 0 
2; risbreieiG 0 


29, » » | Rhinoplagusia japonica (Sitabirame) 20 
10. »  » | Nibea schlegeli (Isimoti) 
13. Juni » | Hemibarbus barbus (Sai) * 40 5, 


6. » » | Gymnocranius griseus (Meitidai) 2 


440 T. Sakamoto: 

18.Mai » | Trachurus japonicus (Maazi) 22 irae brs 856261580 
29, » ” ” ” 26 i) rl. br 8,25 0 
28. »  » | Verasper variegatus (Hosigarei) 24 2,22 | h.g.| 8,01) 0 
24. » » | Paralichthys olivaceus (Hirame) 48 7 br 7,39 | 0 
28. »  » | Anago anago (Ginanago) 52 == ee Cee ah (8) 
29. » | Sardinia melanosticta (Iwasi) 15 0,44 |d.r.br.| 6,24 1,13 
22. » » | Lateolabrax japonicus (Suzuki) 40 = hebr 531515 — 
31. » ” ” ” 35 = ” 5,23 2,22 
29. »  » | Dasybatus akajei (Akaei) 36 4,77 | h.o. | 5,19 

7. »  » | Limanda angustirostris (Karei) — 70 Mae ere | 2s | 
11. Juni » | Carassius auratus (Huna) * 14 0,74 br 4,22 | 1,23 
29.Mai » | Sparus macrocephalus (Kurodai) 23 3,12 |rl.br.| 4,02 | Spur 
13. »  » | Seriola quinqueradiata (Inada) — ax br. | 3,95 | 0 

PIU 1 oF Sphyraena pinguis (Kamasu) BIS) 2,7 ” 3,67 | 0 

9. »  » | Anguilla japonica (Unagi) * a OSS ele 3,58 | — 
29. »  » | Plecoglossus altivelis (Ayu) * — 0,14 sd 2,88 | 0 

8. Juni » | Misgurnus anguillicaudatus (Dozy6) = 0,056; — 0 2,88 
17.Mai » | Platycephalus indicus (Koti) 31 2342 br. | 2,73 | — 
11. Juni » | Leuciscus hakonensis (Ugui) * 17 aay | | htayel ones ere 2tomall  (¢) 
24.Mai » -- (Anamegoti) 35 = Neo hese 0 
11. Juni » | Zacco platypus (Oikawa)* 13 0,35 Dis 2,220 a0 
21.Mai » | Sillago sihama (Kisu) 19 SS a eheiea ero 070 
7 ae a) =+ © “(Bbodai) 18 1 + heb! sO; eee 
28. »  » | Oplegnathus fasciatus (Isidai) 18 1,75 br. | 0583 5-0 
22. » » | Sepiella maindroni (Maika) 17 oe br. | 0,64 | 0 

(halbfliissig) 

11. Mai » | Cypsilurus agoo (Tobiuo) 35 ds LA hee 5) 05595 20 
31. »  » | Panulirus janonicus (Iseebi)” TSe? Heel.) Onceal Ol OmenO 
21. »  » | Monacanthus cirrhifer (Kawahagi) 16 aoe h. g. |(0,34)| 0 
22. » » | Haliotis gigantea (Awabi)”® 16 = bl. br.| (0,74)| — 

4. Juni » | Paphia philippinarum (Asari)” — 1,5 — (©,18)) — 

4. »  » | Meretrix meretrix (Hamaguri)” — 926°) == 40,17). 

4. »  » | Corbicula leana (Sizimi)” — 0,49 — |(0,14)| — 

8. »  » | Portunus trituberculatus (Gazami)” So — g. | (0,06); — 


Loésung orange gelb. O.P.R. griinlich. 

> O.P.R. sofort blau, aber allmiahlich rétlich. 
Lésung weinrot. — 

Loésung gelbbraun. C.P.R. weinrot. 


» C.P.R. sofort blau, aber allmihlich violett. 


Korper allein. 


‘ 
, 
} 
| 
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2. Verteilung des Vitamins Ay bzw. Av in den Organen 
von ,Menuke“- bew. ,,Raihi“-Fisch. 


Bei dem vitaminreichsten Fisch ,,Menuke“ wurde die Ver- 
teilung des Vitamins A; in den verschiedenen Organen untersucht. 
Wie aus den Ergebnissen von Tabelle II ersichtlich, ist das Vitamin 


TABLE II, 
Verteilung von Vitamin Ai in den Organen von Sebastodes 
quinqueradiata (,,Menuke*). 
Die eingeklammerten Zahlen bedeuten die korrigierten 
Zahlen beziiglich des Carotins. 


Organ Vitamin Ai-Gehalt in mg% 
Leber 1386 [0,0105] 
Pfortneranhiinge 82,50 [0,0024] 
Darm 25,75 [0,0011] 
Mesenterium 5,15 [0,0020] 
Milz 0,58 [0,0024] 
Netzhaut 0.40 [0] 
Augenchorioidea 0,39 [0,0011] 
Ovarium 0,26 [0,0011] 
Magen 0,17 [0] 
Dunkelroter Muskel (,,Tiai“) 0,053 [0,00078] 
Herz 0,49 [0] 
TasLeE III. 


Verteilung von Vitamin Az in den Organen von Ophiosophalus 
argus (,,Raihi"). 


Organ Vitamin As-Gehalt in mg% 

Leber 99,0 [0,34] 
Pfortneranhange 5,83 [0,0012] 

Darm 0,69 [0,0029] 
Augapfel 0,069 [0,0063 ] 

Herz 0,053 [0,0077] 
Mesenterium 0,040 [0] 
Dunkelroter Muskel (,,Tiai‘) 0,040 [0,0027]} 

Milz 0,033 [0,0012] 
Magen 0,009 [0,0048] 


Hoden Spur 
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in der Leber entschieden reichlich enthalten, dann folgen Pfortner- 
anhiinge, Darm und Mesenterium. In den sonstigen Organen 
findet man nur sehr geringe Mengen Vitamin A,. Dasselbe Ver- 
hiltnis besteht auch beim Vitamin A», wie sich aus den Ergebnissen 
der Bestimmung beim ,,Raihi-Fisch in Tabelle IIT ergibt. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Die Verteilung des Vitamins A; und A, in 64 japanischen 
Fischen wurde untersucht und tabellarisch angegeben. Die Lebern 
der Siisswasserfische enthalten nicht immer Vitamin A», sondern 
-manchmal A, allein oder gleichzeitig A; und Ay. Die Leber der 
Meerwasserfische enthalten entweder Vitamin A, allein oder 
daneben auch Vitamin Ags. 

2. Der Vitamin Ay- bzw. A»o-Gehalt ist in der Leber besonders 
eross, dann folgen Pfortneranhange, Darm und Mesenterium. In 
den sonstigen Organen ist der Gehalt bedeutend kleiner. 


Herrn Dr. A. Fujita spreche ich hier meinen besten Dank 
fiir seine freundliche Leitung bei dieser Arbeit aus. 
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UBER DIE BESTIMMUNG VON VITAMIN As 
NEBST VITAMIN A,.” 


Von 


AKIJI FUJITA unp TOSHIMASA SAKAMOTO, 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Kitasato-Institutes in Tokyo). 
(Hingegangen am 17. Oktober 1941) 


Heilbron (1931) hat schon beobachtet, dass der Lebertran 
mancher Fische durch die Carr-Pricesche Reaktion ein Absorp- 
tionsband um 693 my ausserhalb desjyenigen um 620 mu zeigt. Die 
Untersuchung dieses Chromogens wurde durch den Befund von 
Lederer (1937, 1) belebt, dass manche russische Siisswasserfische 
besonders reich an diesem Chromogen mit einem Hauptband um 
693 my und einem Nebenband um 640mwu sind. Fast gleichzeitig 
wurde von Wald (1987) dasselbe Chromogen in der Netzhaut der 
Stisswasserfische beobachtet. Weiter wurde dieser Befund von 
Lederer (1937, 2; 1988,1), Edisbury (1938,1), Gillam (1938, 
1,2), Lovern: (1939; 1,2), Morton (1939). und Wald (1939) 
bestatigt und erweitert. Dieses Chromogen wurde von Edisbury 
(1937) ,, Vitamin Ay“ genannt. Nach der Untersuchung von Wald 
(1939) befindet sich im Augengewebe der permanenten Meerwasser- 
fische ausschliesslich Vitamin A, (naémlich gewohnliches Vitamin 
A), in demselben der permanenten Siisswasserfische ausschliesslich 
Vitamin A», wihrend in demselben der wandernden Fische beide 
Vitamine gleichzeitig zu finden sind. In der Leber soll nach ihm 
die Verteilung ungefahr aber nicht immer so regelmassig sein und 
meistenfalls beide Vitamine A nachweisbar und die relativen Ver- 
hiltnisse manchmal umgekehrt sein wie im Augengewebe. 

Das Vitamin A, hat ein Hauptabsorptionsband bei 345-350 mu 
und ein Nebenband um 285 mu. Dass die Vitamin Aj-Lésung mit 
dem gleichen Blauwert wie Vitamin A; bei Tierversuchen ungefahr 
dieselbe Wirkung zeigt, wurde von Gillam (1938, 2) nachgewiesen. 


1) Diese Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Gesellschaft ,,Nippon Gaku- 
zyutusinkokai* ausgefiihrt, der aufrichtiger Dank gesagt wird. 
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Er nahm an, dass das Vitamin A» ein Homolog von Vitamin Aj, 
mit einer Athylengruppe mehr von der Bruttoformel Co2.H3,0H 
sei. Das reine Vitamin Ag» ist bisher noch nicht dargestellt worden 
und die genauen physikalischen Konstanten sind noch unbekannt. 

Zur Bestimmung von Vitamin A» nebst Vitamin A, haben 
Edisbury (1938) und Gillam (1938, 2) folgende zwei Annahmen 
gemacht. “(1) Der Wert 1%, des Vitamin A» bei 693 my sei ebenso 
eross wie derselbe des Vitamin A, bei 620myu und gleich 5000. 
(2) Die Extinktion bei 620 mu komme ausschliesshch vom Vitamin 
A, und dieselbe bei 693 my ausschliessich vom Vitamin Ag» her. 
Die erste Annahme scheint nach den Versuchen und Uberlegungen 
von Lederer und Rathmann (1938) ungefahr richtig zu sein. 
Die zweite Annahme ist aber nicht stichhaltig. Die letztgenannten 
Autoren haben darauf aufmerksam gemacht, dass an der Extink- 
tion bei 620mu nicht nur von Vitamin A,;, sondern auch von 
Vitamin Ay tellgenommen wird. Sie haben aber angenommen, dass 
Vitamin A; an der Extinktion bei 695myu nicht eteiligt set. 
Wald (1939) hat dagegen die Teilnahme von Vitamin A, an der 
Extinktion bei 696 mu berticksichtigt. Die beiden letztgenannten 
Autoren haben auf Grund der obigen Annahmen die relativen 
Konzentrationen der beiden Vitamine A, und A» berechnet, aber 
die absoluten Werte wurden nicht berechnet. 

Wir haben ‘deshalb unter den naheliegenden Annahmen die 
absoluten Konzentrationen der beiden Vitamine zu berechnen ver- 
sucht. Da die Extinktion mit Pulfrich-Photometer bedeutend 
schneller und bequemer zu bestimmen ist, als mit den sonstigen 
Methoden, haben wir dieselbe angewandt. 


PRINZIP DER BESTIMMUNG. 


Wir brauchten zwei Lichtfilter, namlich S61 und S66,6. Die 
beiden Filter lassen keinen strenge monochromatischen Lichtstrahl 
durch." Wir massen deshalb die Extinktionen von spektroskopisch 


1) Mit dem Handspektroskop betrachtet, lisst der Filter S61 die Licht- 
strahlen mit den Wellenlingen yon 600 bis 640mm durch, wihrend der Filter 
$66,6 dieselben von 625 bis 720 mu durchlisst. Der Filter S72 ist fiir Licht- 
strahlen von mehr als 653 mu durchlassig. 


Bestimmung von Vitamin A», nebst Vitamin A. 445, 


vollkommen Vitamin A,-freie Vitamin A»-Lésung bzw. Vitamin A»- 
freie Vitamin A,-Lésung mit beiden Filtern und der Beteiligungs- 
grad jedes der beiden Vitamine in den beiden Spektralbezirken 
wurde bestimmt. 

Die spektroskopisch reine Vitamin A;-Loésung wurde folgendermassen 
dargestellt: 100mg Vogan wurde vorschriftsmissig (Sakamoto 1940,1) 
verseift. Dazu wurde Methanol bis auf 10 ccm zugesetzt. Zu 2 ccm dieser 
Losung wurden 7,5¢em Methanol, 4ccem Petrolather und 0,5 ¢em Wasser 
zugesetzt und geschittelt. HEtwa vorhandenes Carotin geht in Petrolatherphase 
tiber. ° Die Methanolphase wurde weiter mit 4¢cm Petrolither dreimal aus- 
geschittelt. Die Petrolatherphase wurde dann vollkommen farblos. Die 
Methanolphase wurde verdampft. Der Riickstand wurde in 3 cem Chloroform 
gelost und vorschriftsmissig gemessen (Sakamoto 1940,1). 


Wir fanden die #H-Werte (d=1 em) mit S61 0,33 und mit 
$66,6 0,085. 

Also E (861) : £(66,6) = 1: 0,258. 

Die spektroskopisch reine Vitamin As-Losung wurde folgendermassen 
dargestellt: 

5 g der Leber des ,,Raihi*-Fisches (Ophiocephalus argus Cantor) wurden 
vorschriftsmissig verseift und wie bei Vitamin Ai mit Petrolither carotinfrei 
ausgeschiittelt. Diese Losung erwies sich als spektroskopisch reines Vitamin A». 
Keine Spur Vitamin Ai war nachweisbar. 


Wir fanden die E-Werte (d=1 em) mit S61 0,15 und mit 
$66,6 0,295.” 

Also £(S66,6) : H(S61) = 1: 0,508. 

Die Extinktionskurven der so behandelten Vitamine A; und A» 
in Atliylalkohol sind in Abb. 1 gezeichnet. 

In Abb. 2 sind die Extinktionskurven des Vitamin A, von 
»Raihi-Fisch vor und nach der Oxydation angefiihrt. Die Oxy- 
dation wurde genau so ausgefiihrt wie Sakamoto (1940, 2) bei 
Vitamin A; genau berichtet hat. 

Zur Berechnung der beiden Vitamine machten wir folgende 
Annahme. Die angefiihrten Zahlen sind zur Erreichung der 
eenauen Kenntnis iiber reines Vitamin Az mit einigen Korrektionen 


vorbehalten. 


2) Mit S72 war der H-Wert bedeutend kleiner, nimlich 0,135. 
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Wa ae sao ae cave eas race 


270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 
—> Wellenlinge page 

o—oO Gereinigte Voganlosung. 

e—e Gereinigter Extrakt aus Leber von Ophiocephalus argus. 


Kenner x Derselbe aus Leber von Parasilurus asotus. 
Maximale Extinktionen wurden als 1,0 umgerechnet. 


Abb. 2. 


270 280 280 300 3/0 320 330 340 350 360 370 380 
— Wellenlange hoe 
O—O Nach Verseifung vor Oxydation. 
e------ @ Nach Oxydation. 
x——x  Differenz der beiden. 


Fiir Vitamin A;: EL, S61 = 5000.2” 
Et, 866,6 — 0,258 - 5000 = 1290. 


1) Dass dieses Verhiltnis wirklich besteht, wurde von Sakamoto (1940, 


1) schon berichtet. — 


a 


OD eae ee ee 


Oe 
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Fiir Vitamin Ay: £1%, $66,6 — 5000. 


1 cm 


1%, 861 = 0,508 - 5000 = 2540. 
Ks sei: 
EH die gefundene Extinktion (d=1 em) mit S61, 
Lae Ne * m » 66,6 
c die berechnete Konzentration des zu untersuchenden Ge- 
wabes in g pro 100 cem Chloroformlésung 

«a die entnommene Menge Gewebe in g, 

m das Volumen der Chloroformldésung in cem, 

vw die Verdiinnung der Chloroformlésung vor der Messung, 

q der Extinktionskoefficient 21%, des zu untersuchenden Ge- 
webes mit Filter S61, 

q’ derselbe mit Filter S66,6, 

Q, der Extinktionskoefficient des reinen Vitamin A, mit Filter 
S61. 

()1’ derselbe mit Filter S66,6 

Q> Derselbe des reinen Vitamins Ay, mit Filter S61, 

Q>’ derselbe mit Filter S66,6. 

a der Gehalt des Vitamins A; in dem zu untersuchenden 
Gewebe in mg pro 100g Frischgewicht Gewebe. Der Gehalt in g 
pro ¢ Frischgewicht ist also 10° x 

y derselbe des Vitamins Ay, Der Gehalt in ¢ pro g Frisch- 
gewicht ist also 10° y 

Dann bestehen die folgenden Beziehungen.” 


MV 
eal aes 0: 1B 
(6 
q’ = =114 = = 0, 11" 
Q1 == 5-108 
Qe = 2,54-10° 


1) Es wird vorausgesetzt, dass es spektroskopisch kein anderes Chromogen 
gibt als die beiden Vitamine A. Bei der Verarbeitung der frischen Gewebe 
scheint diese Voraussetzung gewohnlich praktisch vollkommen giiltig zu sein. 
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Qy = 1,29-106° 


Q2’ = 5-108 
qd — 10°52Qi1+10 5yQ2 (I) 
qd = 10752Q1'+10-5yQ.’ (2) 


Daraus folet: 


Pd batlad k ON BPN oy cL (3) 
0,217 a 
a¢°—1,29¢ ; mv 

we DF Hh" Y _. (9,54. B’ —0,655.8) 4 

A o217 = so (4) 


Wenn LH’ kleiner als 0,26-# ist, so kann kein berechenbares. . 


Vitamin A» vorlegen. 
Bei alleiniger Gegenwart von Vitamin A, wird der Gehalt aus 
Formel 1 folgendermassen berechnet. 
y=0 
10° Mv 
2 =. 99 


Pa Tease) 
f Qi a 


(9) 


Das ist dieselbe Gleichung, wie Sakamoto (1940, 1) infolge seines. 


Versuches angegeben hat. 


Bei alleiniger Gegenwart von Vitamin A» wird der Gehalt aus. 


Formel 2 folgendermassen berechnet. 


z— 0 
5 , , 
Gee 10 q e 9.9, yo (6) 
Q2 a 
VERSUCHSBEISPIELE. 


1. Bei Gegenwart der beiden Vitamine A. 

5,0¢ Leber von ,,Masu“-Fisch (Oncorhynchus milktschitsch 
Walbum) wurden behandelt. Chloroformliésung betrug 3,3 cem. 
Bei der Bestimmung wurde sie mit Chloroform 100fach verdiinnt. 
(Also a=5,0, m= 3,3 cem, v=100). Wir fanden: E=0,15 und 
= 0,08: 

Gesamtcarotingehalt war 0,054mg%, entsprechend 0,0032 me% 
Vitamin A4. | 

Die konzentrierte Losung liess spektroskopisch die Bande bei 
620 mu, 690-700 mu und 580-640 mu nachweisen. 


CS ee a oe 
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Aus Formel 3 und 4 ergibt sich: 


x=1840me% Vitamin A, 
y = 6,93 mg% Vitamin As. 


2. Ber alleniger Gegenwart von Vitamin As. 
Leber von ,,Namazu“-Fisch (Parasilurus asotus Linné) wurde 
behandelt. Die konzentrierte Lésung zeigte ein deutliches Band 
um 690-700 mu, aber kein Band um 620 mu. 


&=71,959.. \m=3,0 cém,, y=200, #7 =0,55. 
Aus Formel 4 ergibt sich : 


y = 99,0me% Vitamin Ao. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


Es wurde eine Bestimmungsmethode des Vitamins A» nebst 
Vitamin A, mittels Pulfrich-Photometer berichtet und mit einigen 


Versuchsbeispielen. erlaéutert. 
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UBER DIE SYNTHESE DER STEREOISOMEREN 
3,6-DIOXYCHOLANSAURE AUS 
3,6-DIKETOCHOLANSAURE. 


VON 


MORIHISA TUKAMOTO. 


(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut Okayama, 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Hingegangen am 20. Oktober 1940) 


In der vorigen Mitteilung (Tukamoto, 1941) wurde bereits 
berichten, dass durch Reduktion mit Aluminiumisophopylat aus 3,6- 
Diketoallocholansiure zwei isomere Dioxysiuren, /-3-6-6- und a-3- 
6-6-Dioxyallocholanséure, gewonnen wurden, obwohl dabei die 
raumliche Lage der OH-Gruppe in der Stellung an Cg nicht festge- 
stellt wurde. In vorhegendem Versuch wurden aus 3,6-Diketo- 
cholansaure (Windaus, 1926) durch Reduktion nach Meer wein- 
Pondorf (1925-1937) vier theoretisch annehmbare stereoisomere 
Dioxycholansiuren gewonnen, von denen die eine in der Schweine- 
galle vorkommende Hyodesoxycholsiure (Windaus u. Bohne, 
1923) ist. Diese Sa&ure ist konstitutionell héchstwahrscheinlich 
a-3-a-6-Dioxycholansiure (1). Die anderen drei isomeren Dioxy- 
cholansiuren werden also als 6-3-6-6-(II); a-3-6-6-(IIT) und #-3- 
a-6-Dioxycholansaure (IV) ausgedriickt, was durch weiteren 
Versuch klargestellt wird. Die Bildung der raumlich verschie- 
denen OH-Gruppe aus der Ketogruppe muss also in drei Rich- 
tungen vor sich gehen und zwar wird dabei entweder nur eine 
a-Form (Reindel u. Iwasaki, 1935/36) und f-Form (Reindel 
u. Wieland, 1983/35) oder gleichzeitig a- und 6-Form (Miyazi, 
1937) gebildet. Bei der Bildung der einen Art der a- oder /-Form 
sollen héchstwahrscheinlich unabhaingig von der Zahl der Keto- 
eruppe die gebildeten OH-Gruppen raéumlich gleiche Lage haben, 
wie es bei der Bildung von a-3-a-7-Dioxycholansaiure aus 3,7-Diketo- 
cholansiure (Iwasaki, 1936) der Fall war. 

Bei der gleichzeitigen Bildung der g- und f-Form der OH- 
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Gruppe sollen die Ketogruppen alle in je zwei raumlich ver- 
schiedene OH-Gruppen reduziert werden, wobei einerseits nur die 
eine Form der OH-Gruppe aus allen Ketogruppen gebildet wird 
und andrerseits 2"-2 Oxysiuren entstehen dtirften, welche die a- 
und 6-Form der OH-Gruppe gleichzeitig im Molekiil enthalten 
kounten, wie aus der 3,7-Diketocholansdure a-3-$-7-Dioxycholan- 
sdure gebildet werden konnte. Dieser letzte Fall sollte als neben- 
sachlicher Vorgang stattfinden. 

Bei der Reduktion der a-Dehydrohyodesoxycholsaure nach der 
Methode von Meerwein-Pondorf wurden einerseits $-3,6-Dioxy- 
cholansaure (I1) als Natriumsalz und gleichzeitig Hyodesoxychol- 
siure, a-3,6-Dioxycholansaure (I) leicht gewonnen, wobei aus der 
Reaktionsmutterlauge eine andere a-3,6-Dioxycholansaure und 
zuletzt eine andere /-3,6-Dioxycholanséure gewonnen wurde. Von 
den letzten zwei Dioxysauren sollte die a-3,6-Dioxysaure die OH- 
Gruppe in der Stellung an Cg als p-Form und die /-3,6-Dioxy- 
cholansaure als a-Form tragen. 

Durch Reduktion nach Meerwein-Pondorf wurden also aus 
3,6-Diketocholansaure vier (2") theoretisch annehmbare Dioxy- 
cholansauren erhalten, von denen zwei a-3-a-6-(1) und /-3-a-6- 
Dioxycholansaéure (IV) in der Schweinegalle vorkommen. Die 
Ausbeute zeigt folgende Werte: 


a-3-a-6-Dioxycholansaure 15% 
p-3-B-6- ¥ 8% 
a-3-B-6- 2% 
p-3-a-6- i 157% 


Unter vier isomeren Saéuren wird also a-3-a-6-Dioxycholan- 
saure (I), Hyodesoxycholsiure vorherrschend gebildet. 

Die neue #-3-6-6-Dioxycholansdiure (II) vom Schmelzpunkt 
258° wird durch partielle Oxydation mit Chromsiiure und weiter 
durch Kochen mit V/5 KOH in f6-3-Oxy-6-keto-allocholansiure nach 
Wieland u. Dane (1933) verwandelt. 


Dies zeigt, dass der Unterschied zwischen der Hyodesoxychol- ° 


saure, a-3-a-6-Dioxycholansdure (I) und der neuen /-3,6-Dioxy- 
cholansaure (IT) darauf beruht, dass die raumliche Lage der beiden 
OH-Gruppen in der Stellung an Cg u. Cs verschieden ist. 
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Die neue £-3,6-Dioxycholansdure (I1) vom FP 258° sollte also, 
wie bereits erwahnt, nicht als -3-a-6-Dioxycholansiure (IV) 
sondern als #-3-6-6-Dioxycholansiure (II) bezeichnet werden, da 
besonders erstere Séiure als nebensichlicher Vorgang viel geringere 
Ausbeute als letztere Saiure ergeben hat, wie bereits oben erwihnt 
wurde. 

Die neue zweite p-Dioxycholansiure (IV) yom Sehmelzpunkt 
190° lieferte bei der partiellen Oxydation mit Chromsiure eine 
/-3-Oxy-6-keto-cholansiure, die mit der aus /-Dioxycholansiure 
(IL) vom Schmelzpunkt 258° erhaltenen identisch ist. Die neue 
zweite J-Dioxycholansaure (IV) vom Schmelzpunkt 190° sehmilzt 
bei der Mischprobe mit der #-Hyodesoxycholsiure (1937) vom 
Schmelzpunkt 189° bei 189° und zwar zeigt sie keine Schmelz- 
punktdepression. Die neue zweite 6-Dioxysiaure (IV) ist also p- 
Hyodesoxycholsaure nach Kimura (1937). Die obenerwahnten 
Tatsachen weisen darauf hin, dass der strukturelle Unterschied 
zwischen beiden neuen /-Dioxycholansaure vom Schmelzpunkt 258° 
und 190° auf der raumlichen Verschiedenheit,. der OH-Gruppe in 
der Stellung an Cg beruhen diirfte und zwar dass die neue zweite 
p-Dioxysaure (IV) vom Schmelzpunkt 190° strukturell als j-3-a-6- 
Dioxycholansaure (IV) ausgedriickt werden muss. 

Die neue zweite a-Dioxycholansaure (IIL) vom Schmelzpunkt 
208° zeigt bei der Mischprobe mit reiner Hyodesoxycholsaure eine 
Schmelzpunktdepression und zwar schmilzt sie bei 185°. Die neue 
Sadure wird durch partielle Oxydation mit Chromsaure zu einer 
Oxyketoséure vom Schmelzpunkt 164° und zeigt mit reiner a-3- 
Oxy-6-keto-cholanséure (Wieland, 1932) keine Schmelzpunkt- 
depression. Diess Oxy-ketoséure vom Schmelzpunkt 164° wird 
durch Kochen' mit N/5 Kalilauge in eime isomere Saure vom 
Schmelzpunkt 185° verwandelt, die mit reiner a-3-Oxy-6-keto- 
allocholansiure (Wieland, 1932) bei der Mischprobe keine 
Schmelzpunktdepression zeigt. Der Unterschied zwischen der 
neuen zweiten a-Dioxycholansdure (III) vom FP. 208° und der 
Hyodesoxycholsiure (I) beruht also auf der raumlichen Ver- 
schiedenheit der OH-Gruppe in der Stellung an Ce und die neue 
Sure von FP. 208° wird gegeniiber der Hyodesoxycholsaure, 
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a-3-a-6-Dioxycholansdure (1) konstitutionell als  a-3-$-6-Dioxy- 
cholansiure (IIL) bezeichnet. Der Ubersicht halber wurden die 
Eigenschaften der synthetisch erhaltenen 4 Dioxycholansauren 


tabellarisch dargestellt. : 
cpyeue HEC ae is ‘ [a]p Liebermanuche Methyl- 

Saure 0° Koystallform 0° Riaktion estas 

a-3-a-6-Dioxycholan- 197 vierseitige 8.35 ae 100° 

saure Blattchen ; ; 

B-3-B-6- ” 258 sechsseitige 14,85  Violett- 127° é 

Tafeln kirschrot a 

a-3-B-6- ” 208 Prismen 23,1 Kirschrot- 114° Z 

violett : 

B-3-a-6- ” 190 Schuppen 3,01 -Violett- = : 

kirschrot t 

Sig ae ; 


HO 


a-3-a-6-Dioxycholansaure Peo Dioxycholansiur 


(Hyodesoxycholsaure) 


HOk 


H jain 
OH R=-CH-CH,-CH2-COOH OH 
a-3-B-6-Dioxycholansa ure B-3-a-6-Dioxycholansiure 


BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 


5g a-Dehydrohyodesoxycholsaure wurden in 75 ccm reinem 


/ 


a 
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getrockneten Isopropylalkohol mit 5 @ destilliertem frischen Alumi- 
niumisopropylat versetzt, das Gemisch ca. eine Stunde unter der 
Trichterdecke und dann ca. 2 Stunden unter Riickflusskiihler auf 
dem Wasserbade gekocht. Das fast bis zur Trockenheit eingeengte 
Reaktionsprodukt wurde in einer 3%igen warmen Sodalésung gut 
gelost und eime Zeit stehen gelassen. Der dabei abgeschiedene 
Niederschlag wurde  abfiltriert, mit derselben Sodalésung gut 
gewaschen, wieder in Wasser geldst und unter Ansiuerung mit 
verdunnter Salzsaure ausgefallt. Diese Fallung wurde nach dem 
Trocknen in Essigither aufgenommen. Dieser Essigitherauszug 
wurde als Fraktion A bezeichnet. Die von der aus der Sodalésung 
abgeschiedenen Fallung abfiltrierte Losung wurde tiber Nacht 
stehen gelassen, die dabei wieder abgeschiedenen weissen Krystalle 
in Wasser gelost, unter Anséuerung mit verdiinnter Salzsaure aus- 
gefallt und diese getrocknete Fallung ebenfalls in Essigather auf- 
genommen. Diese Hssigétherlosung wurde als Fraktion B bezeich- 
net. Das von obigen weissen Krystallen befreite Filtrat wurde 
ebenfalls mit verdiinnter Salzsiure angesiuert und die Fallung in 
Essigaither aufgenommen. Dieser Essigaitherauszug wurde als 
Fraktion C bezeichnet. 

Diese 3 Fraktionen A. B. C. wurden je in genau gleicher Weise 
mit Wasser gut gewaschen, gut getrocknet und eingeengt; man 
erhalt dabei je 3 entsprechende Rohkrystalle. 


1. p-3-B-6-Dioxycholansaure (IT). 


Der rohe Krystall aus Fraktion A schmilzt bei 230° und die 
aus Aceton zweimal umkrystallisierte in Schuppen krystallisierte 
Sure bei 258°. Ausbeute 0,1g. Der Rohkrystall aus Fraktion 
B sehmilzt bei 246° und die aus Aceton mehrmals unkrystallisierte 
Siure hat eine mit der obenerhaltenen gleiche Krystallform und 
Schmelzpunkt. Diese Saéure erwies sich mit der obenerhaltenen 
als identisch. Ausbeute 0,3 ¢.. Diese Saure ist in Aceton ziemlich 
schwer, im Alkohol leicht léslich und krystallisiert aus Alkohol in 
hexaederformigen Tafeln. Bei der Liebermannschen Reaktion 
zeigt die Siure eine anfangs violette, dann kirschrote Farbe. Bei 
der Mischprobe zeigt sie eine starke Schmelzpunktdepression mit 
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a-3,6-Dioxycholansiure oder mit £-3-Oxy-6-keto-allocholansaure. 


3,405, 3,435 mg Subst.: 9,175, 9,240 mg COs, 3,010, 3,065 mg H.0. 
CoHi0O1 Ber. © 73,41 H 10,27 
Gef. » 73,49, 73,36 » 9599, 10,08. 
Spez. Dreh.: 0,0505 g Subst., in 10 ce¢m Methanol, 2 dm, 
OE 40,159 ey Lae te ee 
Methylester der Saure. 50mg der Séure wurden in tiblicher 
Weise mit Diazomethan verestert und der Ester aus verdtinntem 
Alkohol mehrmals umkrystallisiert. Schuppen vom Schmelzpunkt 
127° (Sintern bei 82°). 
a-Dehydrohyodesoxycholsaiure aus der neuen Saéure. 0,1 g neue 
Dioxyséure wurde in 6cem LEisessig mit Chromsaureanhydrid 
(0,1 g in wenig Wasser und 1 ccm Eisessig) oxydiert. Nach einer 
Viertelstunde wurde die Loésung bei Zimmertemperatur allmahlich 
mit Wasser versetzt, wobei sich ein krystallisiertes Oxydations- 
produkt abschied. Nach zweistiindigem Stehen wurde die Fallung 
zunachst aus Hisessig, dann aus verdiinntem Alkohol mehrmals 
umkrystallisiert. Tafeln vom Schmelzpunkt 164°. Bei der Misch- 
probe zeigt die Séure mit der reinen a-Dehydrohyodesoxychoisadure 
keine Schmelzpunktdepression. 
5,112 mg Subst.: 13,815 mg COs, 4,345 mg H2O. 
CuH Os Bet. C74 SE 934 
Geiss) 424,23) ees ORI. 


p-3-Oxy-6-keto-cholanséure aus der neuen Saure. 0,3 @ nene 
Dioxysadure wurde in 15 ecem Hisessig und 1,5 cem Wasser bei 2—3°C 
unter Hiskiihlung innerhalb 5 Minuten mit einer Chromsiiure- 
anhydridlosung (0,07 g in 0,9 cem einer 50%igen Essigsdiureloésung) 
versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde erst in His 5 Minuten lang, 
dann bei Zimmertemperature 10 Minuten lang stehen gelassen. 
Dann wurde es allmahlich mit Wasser versetzt und die innere 
Wand des Gefasses mit einem Glasstab gerieben, wobei sich ein 
krystallisiertes Oxydationsprodukt allmahlich abschied, dann mit 
emer Menge von Wasser versetzt. Das dabei abgeschiedene 
Reaktionsprodukt wurde aus Aceton, dann aus Aceton-Wasser 
umkrystallisiert. Die Saure krystallisiert in hiibschen Prismen 
und schmilzt bei 189°. Ausbeute 0,15¢. Bei der Liebermann- 
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schen Reaktion zeigt sie unter schwacher Fluorescenz eine eelblich- 
braune Farbe. 
4,005, 4,020 mg Subst.: 10,780, 10,788 mg COz, 3,420, 3,365 mg HO. 
Co;H 380. Ber, C) 73579 H 9,81. 
Gef. » 73,41, 73,49  » 9,55, 9,67. 

4 Umlagerung der 6-3-Oxy-6-keto-cholansaiure. 0,05 g Oxyketo- 
saure wurde in 5cem einer N/5 Kalilauge auf dem Wasserbad 
30 Minuten Jang gekocht. Das mit verdiinnter Salzsiiure aus- 
gefallte Reaktionsprodukt wurde aus Aceton-Wasser umkrystal- 
lisiert. Prismen vom Schmelzpunkt 245°. Bei der Mischprobe 
mit reiner /-3-Oxy-6-keto-allocholansiure zeigt die Siure keine 
Schmelzpunktdepression. 


3,399 mg Subst.: 9,160 mg COs, 2,980 mg H2O. 


Cos AssOn Ber. C 73,79 H. 9,81 
Gef. » 73,59 » 9,82. 

Methylester der £-3+Oxy-6-keto-allocholansaure. 0,03 ¢ p-3- 
Oxy-6-keto-allocholansiure wurde in iiblicher weise mit Diazo- 
methan verestert. Der Ester wurde aus Methanol mehrmals um- 
krystallisiert. Die Saure krystallisiert in Schuppen und schmilzt 
bei 98° (Sintern bei 67°). 

3,810, 3,420 mg Subst.: 10,110, 9,100 mg COs, 3,375, 2,935 mg H:2O. 


C25H 01.3 H2O Ber. C 72,23 H 10,48 
Gef. » 72,37, 72,57 » 10,10, 10,35. 


2. Hyodesoxycholsiure (1) (a-3-a-6-Dioxycholansiure ). 


Die Rohkrystalle aus Fraktion B wurden aus Aceton-Wasser 
unkrystallisiert. Die Saéure krystallisiert in viereckigen prismati- 
schen Tafeln und schmilzt bei 200°. Ausbeute 0,75¢. Bei der 
Liebermannschen Reaktion zeigt sie eine anfangs schwach violett- 
gelbe, dann kirschrote Farbe. Bei der Mischprobe zeigt sie keine 
Schmelzpunktdepression mit reiner Hyodesoxycholsaure. 

3,530, 4,025 mg Subst.: 9,510, 10,855 mg COs, 3,180, 3,630 mg H:0. 


CuH 01 Ber. C 73,41 A ae 
Gef. » 73,43, 73,58 20,08, 10,10. 


3. a-3-B-6-Dioxycholansiure (IIT). 


Die von den Rohkrystallen der Hyodesoxycholsdure in Frak- 
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tion © befreite essigitherische Mutterlauge wurde eingeengt, die 
dabei erhaltenen Rohkrystalle aus massiger Menge von Aceton, 
dann aus <Aceton-Wasser umkrystallisiert. Die Saure krystal- 
lisiert in Prismen und schmilzt bei 208°. Ausbeute 0,lg. Bei 
Liebermannscher Reaktion zeigt sie eine anfangs braunliche 
dann violette Farbe. Sie schmilzt bei der Mischprobe mit Hyodes- 
oxycholséure bei 185°, mit 6-Dehydrohyodesoxycholsdure bei 197°. 

3,750, 3,965 mg Subst.: 10,065, 10,622 mg COs, 3,425, 3,590 mg H-O. 

CosH uO Ber. C© 73,41 H 10,27 
Gef. » 73,20, 73,26  » 10;22; 10,33; 
Spez. Dreh.: 0,0605 g Subst.: in 10 cem Methanol, 2 dm, 
a=+0,28° : [o]2°= +23,1° 

Methylester der neuen Saéure. 50mg der neuen Saure wur- 
den in tiblicher Weise mit Diazomethan verestert und der Ester 
aus Methanol-Wasser mehrmals umkrystallisiert. Schuppen vom 
Sehmelzpunkt 114°. 

a-3-Oxy-6-keto-cholanséure aus der neuen Saure. 0.382 neue 
Saure wurde in genau gleicher Weise partiell oxydiert, wie es bei 
der f-3-6-6-Dioxycholansaure der Fall war. Das Reaktionsgut 
wurde scharf getrocknet, mit Ather digeriert und die dabei er- 
haltenen Krystalle aus Aceton umkrystallisiert. Die Saure krystal- 
lisiert in Schuppen und schmilzt bei 164°. Ausbeute 0,12¢@. Bei 
der Mischprobe zeigt sie keine Schmelzpunktdepression mit reiner 
a-3-Oxy-6-keto-cholansiure (Wieland u. Dane, 1982). 


3,215, 3,550 mg Subst.: 8,650, 9,570 mg COs, 2,790, 3,170 mg HO. 


CosH3sO4 Bera 73,78 H 9,81 
Gef. » 73,38, 73,52 » 9,71, 9,99. ‘ 


Umlagerung der a-3-Oxy-6-Keto-Cholansaure. 50mg a-3-Oxy- 
6-keto-cholansiure wurden in genau gleicher Weise behandelt, wie 
es bei der -3-Oxy-6-keto-cholansiure der Fall war. Die erhaltene 
Saure krystallisiert aus Aceton-Wasser in Schuppen und schmilzt 
bei 195°. Diese Saéure erwies sich mit reiner a-3-Oxy-6-keto- 
allocholanséure als identisch. 

4,135 mg Subst.: 11,145 mg COs, 3,538 mg H:2O. 


Co HesOx Bera Ci (oetoima aeore: 
Gef, 1 773,60)% S958. 
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4. -3-a-6-Dioxrycholansdure (IV). 


Die von den Rohkrystallen der $-3-6-6-Dioxycholansiure aus 
Fraktion A abfiltrierte Mutterlauge wurde eingeengt und der dabei 
erhaltene Krystall aus Aceton mehrmals umkrystallisiert. Diese 
Saure schaumt anfangs bei 150°, erweicht bei 160° und schmilzt 
~bei ca. 187°. Die nochmals gereinigte Saure krystallisiert in 
Schuppen und schmilzt bei 190°. Die von den Rohkrystallen der 
(-3-8-6-Dioxycholansiure aus Fraktion B abfiltrierte Mutterlauge 
wurde eingeengt und die dabei abgeschiedenen Krystalle aus Aceton 
mehrmals umkrystallisiert. Die Saure schdumt bei 158°, erweicht 
bei 165° und schmilzt bei ca. 188°. Die nochmals gereinigte Saure 
krystallisiert in Schuppen, schmilzt bei 190° und zeigt keine 
Schmelzpunktdepression bei der Mischprobe mit der oben erwihn- 
ten /-3-a-6-Dioxycholansdure. Die von den Rohkrystallen der 
a-3-$-6-Dioxycholansiure aus der Fraktion C befreite Mutterlauge 
wurde eingeengt, die dabei erhaltenen Krystalle aus Aceton mehr- 
mals umkrystallisiert. Die Saéure schaumt bei ca. 148°, erweicht 
bei 158° und schmilzt bei ca. 190°. Die nochmals gereinigte Saure 
krystallisiert in Schuppen, schmilzt bei 190° und erwies sich mit 
der obenerwahnten /-3-a-6-Dioxycholansaure als identisch. <Aus- 
beute betrigt als ganzes 0,08¢. Bei der Liebermannschen 
Reaktion zeigt sie anfangs eine violette und dann kirschrote Farbe. 
Bei der Mischprobe mit der 6-Hyodesoxycholséure nach Kimura 
(1937) zeigt sie keine Depression und zwar schmilzt sie bei 189°, 
mit Hyodesoxycholsdure bei 187° und mit a-3-6-6-Dioxycholansaure 
bei 185°. 

3,260 mg Subst.: 8,770 mg COs, 2,950 mg H:O. 

CoH 100% Ber= © 73541 Hi 10;2 
Gef. » 73,37 >» 10,12. 

Spez. Dreh.: 0,0814 g Subst., 10 ccm Methanol, 2 dm, 

ao 0,05 9 Rae +3,01° 

Methylester der Saiure. Der Ester wurde in iiblicher Weise 
mit Diazomethan bereitet. Der gallertartig abgeschiedene Ester 
wurde aus allen verschiedenen Lésungsmitteln kaum krystallinisch 
erhalten. 

£-3-Oxy-6-keto-cholansiure aus der Saure. 0,15¢ neue p- 
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Dioxysiure wurde in einem Gemisch von 7,5 cem Hisessig und 0,7 
cem Wasser bei 2—3° unter Hiskiihlung innerhalb 3 Minuten mit 
einer Chromsiureanhydridlosung (0,035 in 0,45 eem einer 50% igen 
Essigsiurelosung) versetzt. Das ganze wurde 4 Minuten lang in 
His, 7 Minuten bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Das Reak- 
tionsgemisch wurde allmahlich mit Wasser versetzt, durch Reiben 
des Gefiisses mit einem, Glasstab ein krystallisiertes Oxydations- 
produkt allmahlich abscheiden gelassen und dann mit vielem 
Wasser versetzt. Das Reaktionsprodukt wurde erst aus Aceton, 
dann aus Aceton-Wasser umkrystallisiert. Die Saure krystallisiert 
in Prismen und schmilzt bei 189°. Die Saure erwies sich als 
identisch mit /-3-Oxy-6-keto-cholanséure aus der /-3-$-6-Dioxy- 
cholansaure. 
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SYNTHESE DER ISOMEREN DIOXYCHOLANSAURE 
AUS 3,7-DIKETOCHOLANSAURE UND DER 
DIOXYALLOCHOLANSAURE AUS 3.6- 
DIKETOALLOCHOLANSAURE. 


- : VON 


MORIHISA TUKAMOTO. 


(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut Okayama, 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Hingegangen am 20. Oktober 1940) 


3ei der Hydrierung der 3,7-Diketocholansiure sowie der 3,6- 
Diketoallocholansdéure miissen unter bestimmten Bedingungen je 
vier verschiedene epimere Gallensdiuren gebildet werden. Aus der 
a-3-Oxy-7-Ketocholansiure hat Miyazi (1937) bereits durch kata- 
lytische Hydrierung zwei an der Alkoholgruppe in der Stellung 
an C7 raumlich verschiedene epimere 3,7-Dioxycholansiure, Cheno- 
desoxycholsaure und Ursodesoxycholsiure, gewonnen, wahrend 
Iwasaki (1936) bei der katalytischen Hydrierung nur Cheno- 
desoxycholsaure aus 3,7-Diketocholanséure erhalten hat. Bei der 
Hydrierung der a-3-Oxy-6-keto-allocholaysiure wurde von Sugi- 
yama (1937) a-3,6-Dioxyallocholansaure gewonnen, wobei aber die 
raumliche Lage der sekundaren Alkoholgruppe in der Stellung an 
C, nicht festgestellt wurde. 

Bei der Reduktion mit Aluminiumisopropylat nach Meer- 
wein-Pondorf (1925-26), die von Lund (1939) besonders em- 
pfohlen worden ist, wurden aus 3,7-Diketocholansaure sowie 3,6- 
Diketoallocholanséiure je zwei an der Alkoholgruppe in der Stellung 
an Cz und Cy raumlich verschiedene Gallensiuren, a-3-a-7-sowle 
a-3-$-7-Dioxycholansiure und {-3-6-6- sowie a-3-6-6-Dioxyallo- 
cholansiure, erhalten. Dabei muss natiirlich durch Reduktion 2 
der isomeren Dioxycholansiure und Dioxyallocholansaure gebildet 
werden, wobei n die Zahl Ketogruppen zeigt. 

Somit miissen bei der Reduktion der 3,7-Diketocholansaure und 
der 3,6-Diketoallocholansiure ausserdem noch je zwei verschiedene 
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isomere Dioxysduren entstanden sein. Obwohl Butenandt 
(1935) die Ketogruppe an Cs des Testosteronmolektils (Androsten- 
17-0l-3-on) und Windaus u. Mitarb. (1935) die an C; des 7- 
Ketocholesterylacetat mit der Methode nach Meerwein-Pondort 
(1925-26-27) zu den Alkoholgruppen reduziert haben, wurde dabei 
aber die Bildung der an der betreffenden Alkoholgruppe raumlichen 
Isomere nicht bemerkt. . 

Dies weist darauf hin, dass die Ketogruppe im Molekul der 
Gallensdure auch durch Reduktion nach Meerwein-Pondorf in 
zwei raumlich verschiedene Alkoholgruppen reduziert werden 
konnte. In der Tat wurde, wie bereits erwahnt, durch Reduktion 
mit Aluminiumisopropylat aus 3,7-Diketocholansdaure zwei ver- 
schiedene a-3-a-7- und a-3-f-7-Dioxycholansaure oder aus 3,6- 
Diketoallocholanséure auch zwei verschiedene /-3,6-Dioxyallo- 
cholanséuren nach Windaus (1926) und a-3,6-Dioxyallocholan- 
sdure nach Sugiyama (1987) gewonnen, was zeigt, dass die 
Bildung der zwei raumlich verschiedenen Alkoholgruppen entweder 
in der Stellung an C3 oder Ce (Cz) erst dann stattfindet, wenn die 
Ketogruppen an C3 und Cg (C7) gleichzeitig reduziert werden 
konnten. Hierbei ist aber die raumliche Lage der Alkoholgruppe 
in der Stellung an Cg noch nicht festgestellt. 

Doch wird die raumliche Lage der Alkoholgruppe in der 
Stellung an Cy wohl in der Weise angenommen, dass sie immer die 
gleiche Lage, unabhingig von der Lage in der Stellung an Cs, 
einnehmen musste, da bereits Lwasaki(1936) bei der katalytischen 
Hydrierung der 3,7-Diketocholanséiure oder a-3-Oxy-7-ketocholan- 
sdure in neutralen Medium immer nur eine Art von a-3-a-7-Dioxy- 
cholarisiure, Chenodesoxycholsdure, erhalten hat. Bei der kata- 
lytischen Hydrierung der 3,6-Diketoallocholanséiure in saurem 
Medium konnte also erst /-3-Oxy-6-keto-allocholansiure (1933) 
gebildet werden, um weiter in (-3-6-6-Dioxyallocholansiure tiber- 
geftthrt zu werden. In diesem Fall wird dabei auch a-3-Oxy-6- 
keto-allocholansaure gebildet, um weiter in a-3-6-6-Dioxyallo- 
cholanséure reduziert zu werden. In saurem Medium wird also 
die Ketogruppe in der Stellung an Cg, der 3,6-Diketoallocholansaure 
in nur einer Form, /-Form reduziert, wahrend die an Cs in beide 
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a- und p-Formen iibergefiihrt wird. 

Durch Reduktion mit Aluminiumisopropylat konnten jedoch 
die Ketogallensiuren in theoretisch annehmbare stereoisomere 
Oxysauren tibergefiihrt werden, obwohl alle diese isomeren Siuren 
aus dem Reaktionsgemiseh schwer zu isolieren sind. 

BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 
l. a-3-a-7- uU. a-3-B-7-Dioxycholansdiure aus 
3,7-Diketocholansiure. 


) 


3¢@ 3,7-Diketocholansiure wurden in 45 cem trockenem  I[so- 
propylalkohol mit 3 g@ destilliertem frischen Aluminiumisopropylat 
versetzt. Das Gemisch wurde ca. 40 Minuten auf dem Wasserbade 
erwarmt und dann ca. 124 Stunden unter Riickfluss gekoecht. Das 
fast zum Trocknen eingeenete Reaktionsprodukt wurde in einer 
3%igen Sodalodsung digeriert und filtriert. Das Filtrat wurde 
mit verdtinnter Salzsiure angeséuert und die dabei abgeschiedene 
Fallunge in Essigaéther digeriert. Der Essigitherauszug wurde 
.mit Wasser gewaschen, getrocknet und eingeengt. Die dabei ab- 
-geschiedenen Krystalle wurden aus Essigéther und dann aus 
Alkohol-Wasser mehrmals umkrystallisiert. Die Saure krystal- 
lisiert in Tafeln und schmilzt bei 199°. Ausbeute 0,07¢. Bei 
der Liebermannschen Reaktion zeigt die Séure anfangs rosarote, 
dann kirschrote Farbe. Bei der Mischprobe zeigt sie keine 
Schmelzpunktdepression mit reiner a-3-6-7-Dioxycholansaure (Ur- 
sodesoxycholséure ) . 
3,690 mg Subst.: 9,900 mg COs, 3,230 mg H2O 
Co1M oO: Ovi ees COO om nccie mals lee 
Gem” 73,13 =” 9,95. 

Die von den Rohkrystallen der Ursodesoxycholansaure befreite 
Mutterlauge wurde verdampft. Der Riickstand wurde in ver- 
diinnter Ammoniaklésung gelést, unter Erwarmen mit einer 
1%igen Bariumchloridlésung versetzt und die dabei abgeschiedene 
Fallung aus verdiinntem Alkohol mehrmals umkrystallisiert. 
Nadeln. Dieses Bariumsalz wurde mit einer 3%igen Sodalosung 
umgekocht und heiss abfiltriert. Das Filtrat wurde unter An- 


464 M. Tukamoto: 


siuerung mit verdiinnter Salzsiure ausgeithert. Die vom Ather 
befreite und scharf g@etrocknete Saure schmilzt bei 130-140°. 
0,1 g dieser Siure wurde in 4 cem Eisessig mit Chromsdureanhydrid 
(0,1 g in wenig Wasser und 1 cem Hisessig) oxydiert und nach 20 
Minnten langem Stehen bei Zimmertemperatur die Losung allmah- 
lich mit Wasser versetzt. Die dabei abgeschiedenen Krystalle 
wurden aus Alkohol und dann aus Alkohol-Wasser umkrystallisiert. 
Schuppen vom Schmelzpunkt 153-154°. Ausbeute 0,05¢g. Sie 
zeigt keine Schmelzpunktdepression mit reiner Anthropodehydro- 
desoxycholsdure. Die Saure wurde in tibicher Weise in Athylester 
verwandelt. Nadeln vom Schmelzpunkt 133°. Sie zeigen mit 
reinem Dehydro-cheno-desoxycholsdureathylester keine Schmelz- 
punktdepression. 
5,010 mg Subst.: 13,741 mg COs, 4,292 mg H:0. 


Coe Hi0O Ber. C 74,94 H 9,68 
Gef.\ » 74,81 °» 9,59. 


2. a-3-p-6- u. p-3-6-6-Dioxyallocholansiure aus 
b-Dehydrohyodesoxycholsaure. 


2g 6-Dehydrohyodesoxycholsiure (3,6-Diketoallocholansaure ) 
wurden in 30 cem trockenem Isopropylalkohol mit 2 @ destilliertem 
Aluminiumisopropylat versetzt. Das Gemisch wurde ca. eine halbe 
Stunde auf dem Wasserbade und dann anderthalb Stunden unter 
Riiekfluss gekocht. Das fast zum Trocknen eingeengte Reaktions- 
produkt wurde mit emer 3%igen Sodalésung gelost, filtriert und 
das Filtrat tiber Nacht stehen gelassen. Die dabei abgeschiedene 
weisse Fallung wurde in Wasser gelost, mit verdiinnter Salzsaure 
bis kongosauer angesauert und in Essigaither aufgenommen. Dieser: 
Kssigatherauszug wurde mit Wasser gewaschen, getrocknet und 
eingeengt. Die dabei erhaltenen Krystalle wurden aus Aceton 
zweimal umkrystallisiert. Prismatische Nadeln vom Schmelzpunkt 
275°. Die Saure schmilzt bei 275° und zeigt keine Schmelzpunkt- 
depression mit reiner /-3,6-Dioxyallocholansiure nach Windaus 
(1926). Bei der Liebermannschen Reaktion zeigt sie anfangs 
schwach rote, dann gelblich violette Farbe. Ausbeute 0.13 g. 


Die von Rohkrystallen der f-3,6-Dioxyallocholansaure befreite- 
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Hssigathermutterlauge wurde eingeengt und die dabei abgeschie- 
dene Fallung aus Aceton zweimal umkrystallisiert. Die in pris- 
matischen Nadeln krystallisierte Saure schmilzt bei 275° und erwies 
sich als identisch mit der oben erhaltenen Saiure. Ausbeute 0,02 ¢. 


4,330 mg Subst.: 11,585 mg COs, 3,965 mg H.O. * 
=> CoH i001 Ber. C Uereit H 10,27 
Gef. De es (UH ALOR D4u, 


Die von den erst als weissem Natriumsalz abgeschiedenen Kry- 
stallen befreite sodalkalische Mutterlauge wurde mit verdiinnter 
Salzsdure kongosauer gemacht. Die dabei abgeschiedene Fallung 
wurde in Hssigather aufgenommen. Der KEssigitherauszug wurde 
mit Wasser gewaschen, getrocknet und eingeengt. Die dabei ab- 
geschiedenen Krystalle wurden aus Aceton zweimal umkrystalli- 
siert. Die in Tafeln krystallisierte Saure schmilzt bei 247°, zeigt 
bei Liebermannscher Reaktion anfangs schwach rote, dann 
violette Farbe. Bei der Mischprobe zeigt sie keine Schmelzpunkt- 
depression mit reiner a-3,6-Dioxyallocholansiure nach Sugiyama 
(1987). Ausbeute 0,01 g. 

3,215 mg Subst.: 8,650 mg COs, 2,790 mg H20. 


CorH 004 Ber. C 73,41 H 10,27 
Gethin 0-73.88 pn 59,91: 
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SYNTHESE DER o-3-0-6- UND a-3-f-6-DIOXYCHOLAN- 
SAURE AUS o-3-OXY-6-KETOCHOLANSAURE 
UND DER §-3-0-6- UND -3-3-6-DIOXYCHOLANSAURE 
AUS /-3-OXY-6-KETOCHOLANSAURE. 


VON 


MORIHISA TUKAMOTO. 


(Aus dem Biochemischen Institut Okayama. 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Eingegangen am 20. Oktober 1940) 


In der zweiten Mitteilung (1941) wurde berichtet, dass durch 
Reduktion mit Aluminiumisopropylat aus 3,6-Diketocholansdure 4 
stereoisomere 3,6-Dioxycholansiuren gebildet werden, indem da- 
durch die Ketogruppen im Gallensaiuremolekiil entweder in eine 
a- und p-Form der Alkoholgruppe oder in eine gemischte ¢f-Form 
verwandelt werden konnten, wobei unter 4 [someren entweder die 
a- oder f-Form der Dioxyséuren vorherrschend gebildet wurde. 
Durch diese Ergebnisse wurde die raumliche Verschiedenheit der 
dureh Reduktion gebildeten Alkoholgruppen von Dioxycholansaéure 
wahrscheinlich gemacht. Dabei wurde die in der Natur vorkom- 
mende Hyodesoxycholsiure synthetisch als Hauptprodukt gewon- 
nen. 

Wenn die verschiedenen Gallensiuren in der Galle aus einer 
Stammeallensiure, wie aus Cholsdéure oder Isocholsaure, durch 
Oxydoreduktion gebildet werden konnten, so Kann man verstehen, 
dass die Reduktion der Ketogruppe im Gallensauremolektl sowohl 
in der Natur als auch im kiinstlichen Medium in gleicher Weise 
leicht in der Richtung der a-Form der Alkoholgruppe stattfinden 
konnte. Somit kommt die a-Hyodesoxycholsiure der Hauptsache 
nach in der Galle vor und dann /-Hyodesoxycholsaure. 

Dieser Reduktionsmechanismus der Ketogruppe soll bei 
anderen Ketogallensiuren, wie z.B. Oxyketocholansaure stattfin- 
den. Es ist aber unentschieden und zu untersuchen, ob die bereits 
vorhandene Oxygruppe einen Einfluss auf die Reduktion der Keto- 


467 


468 M. Tukamoto: 


eruppe im Oxyketogallenséuremolektil austiben konnte. 

’ Um diese Frage zu légen, wurde die a-3-Oxy-6-keto-(1) und 
B-3-Oxy-6-ketocholansiure(IV) der Reduktion nach Meerwein- 
Pondorf unterworfen. Dabei wurden aus a-3-Oxy-6-keto-cholan- 
siure (I) zwei isomere a-3-a-6-(II) u. a-3-$-6-Dioxycholansaure (IIT) 
und aus /-3-Oxy-6-keto-cholansiure(IV) ebenfalls zwei isomere 
f-3-B-6-(V) u. 6-3-a-6-Dioxycholansdure(VI) leicht gewonnen und 
zwar in folgenden Verhaltnis: 


a-3-a-6 Dioxycholansaure 30,0% 
a-3-b-6- a 9,3 ,, 
p-3-B-6- ce 33,0 ,, 
[-3-a-6- N 10,075, 


Diese Daten weisen darauf hin, dass die bereits im Molekul 
vorhandene réumliche Lage der Alkoholgruppe ftir die Bildung der 
neuen Alkoholgruppe aus der Ketogruppe durch Reduktion eine 
entscheidende Rolle spielt, indem die neugebildete Alkoholeruppe 
hauptsachlich eine mit der bereits vorhandenen Alkoholgruppe 
gleiche raumliche Lage einnimmt. Die réumliche Lage der neu- 
zubildenden Alkoholgruppe ist also von denen der bereits vor- 
handenen abhangig. Sowohl in der Natur als auch in der Synthese 
tritt also die Bildung der OH-Gruppe an C3 und Cg raumlich 
hauptsachlich in der a-Form auf. Die 3, 6-Diketocholanséure und 
a-3-Oxy-6-keto-cholansaure sowie $-3-Oxy-6-keto-cholansiure werden 
durch Reduktion mit Aluminiumisopropylat, die erstere in vier, die 
letztere in je zwei raéumlich isomere Dioxycholansdiuren reduziert. 


BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 


1. a-3-a-6- u. a-3-$-6-Dioxycholansiiure aus 
a-3-O xy-6-keto-cholansiure. 


3g  a-3-Oxy-6-keto-cholansaure (Wieland u. Dane 1932) | 
wurden in 45 cem trockenem Isopropylalkohol mit 1,5¢ destilliertem 
frischen Aluminiumisopropylat. versetzt, das Gemisch ca. 40 
Minuten unter der Trichterdecke auf dem Wasserbade leicht erhitzt 
und dann ca. 2 Stunden unter Riickfluss gekocht. Das fast bis 
zur Trockenheit eingeengte Reaktionsprodukt wurde in eine 3%igen 
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Sodalésung gut gelést und abfiltriert. Das Filtrat wurde iiber 
Nacht stehen* gelassen und die dabei abgeschiedenen weissen 
Krystalle wurden filtriert, wieder in Wasser gelost und unter 
Ansauerung mit verdiinnter Salzsaure in Essigither aufgenommen. 
Dieser Essigatherauszug wurde mit Wasser gewaschen, getrocknet, 
eingeenet und die dabei abgeschiedenen Rohkrystalle aus Aceton 
zweimal umkrystallisiert. Die Saure krystallisiert in Prismen und 
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schmilzt bei 208°. Die Ausbeute betrigt 0,07 g. Bei der Lieber- 
mannschen Reaktion zeigt die Siure eine anfangs braunliche, 
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dann violette Farbe. Bei der Mischprobe zeigt sie keine Schmelz- 
punktdepression mit reiner a-3-)-6-Dioxycholansaure (Tukamoto 
1941). 

Die von den aus der Sodalésune abgeschiedenen weissen 
Krystallen befreite Sodalésung wurde mit verdiinnter Salzsaure 
ausgefallt und die Fallune nach dem Trocknen in Hssigather 
aufgenommen. Dieser Essigitherauszug wurde mit Wasser ge- 
waschen, getrocknet, eingeenet und die dabei abgeschiedenen 
Rohkrystalle aus Aceton zweimal umkrystallisiert. Die Saure 
krystallisiert in viereckigen prismatischen Tafeln und schmilzt bei 
200°. Ausbeute 0,9 ¢. Bei der Liebermannschen Reaktion zeigt 
sie eine anfangs schwach braunlich-gelbe, dann violette Farbe. Bei 
der Mischprobe zeigt sie keine Schmelzpunktdepression mit reier 
Hyodesoxycholsaure. 

3,415 mg Subst.: 9,195 mg COs, 3,040 mg H:0. 

C2100, Ber. C 73,41 H 10,27 
Gef. » 73,52 » 9,97. 

Die von den Rohkrystallen der Hyodesoxycholsdure befreite 
Mutterlauge wurde eingeenet, die dabei erhaltenen Krystalle aus 
einer massigen Menge von Aceton zweimal umkrystallisiert. Die 
Saure krystalliert in Prismen, sechmilzt bei 208° und erwies sich 
mit reiner in der zweiten Mitteilung erwiahnten a-3-6-6-Dioxy- 
cholansaure als identisch. Ausbeute betragt 0,2 2. ; 

8,540 mg Subst.: 9,560 mg COs, 3,170 mg HO. 


Cx HO: Ber. (@ 73,415 See 10527 
Gef. ~» 73,49 » 9,95. 


2. p-3-P-6- uU. B-3-a-6-Dioxycholansiure aus 
p-3-Oxry-6-keto-cholansiure (Tukamoto 1941). 


1g f-3-Oxy-6-keto-cholansiure wurde in 15 cem trocknem Iso- 
propylalkohol mit 0,5 g destilliertem frischen Aluminiumisopropylat 
versetzt, das Gemisch ca. eine halbe Stunde unter der Trichterdecke 
leicht gekocht und dann anderthalb Stunden unter Riickfluss 
gekocht. Das bis fast zur Trockenheit eingeengte Reaktionsprodukt 
wurde in einer 3% igen Sodalésung gelést und von der grauweissen 
teigigen Masse abfiltriert. 
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Die teigige Masse wurde in Wasser gelést, mit verdiinnter 
Salzsdaure ausgefallt und die dabei-gefiallte Saureportion in Essie- 
ather aufgenommen. Dieser Essigiitherauszug wurde als Fraktion 
A bezeichnet. Diese Fraktion wurde mit Wasser gewaschen, 
getrocknet und eingeengt, die dabei abgeschiedenen Krystalle erst 
aus Hssigather und dann aus Aceton umkrystallisiert. Die Siure 
krystallisiert in Schuppen und schmilzt bei 258°. Bei der Lieber- 
mannschen Reaktion zeigt die Saure eine anfangs violette, dann 
kirschrote Farbe. Bei der Mischprobe mit reiner /-3-f-6-Dioxy- 
cholansaure (Tukamoto 1941) zeigt sie keine Schmelzpunkt- 
depression. Ausbeute 0,25 e. 

Andrerseits wurde die von der obenerwahnten teigigen Masse 
befreite Sodalésung iiber Nacht stehen gelassen und die dabei 
abgeschiedenen weissen Krystalle abfiltriert, die wieder in Wasser 
gelost und unter Ansaéuerung mit verdiinnter Salzsiure in Hssig- 
ather aufgenommen wurden. Dieser Hssigitherauszug wurde als 
Fraktion B_ bezeichnet. Diese Fraktion B wurde mit Wasser 
gewaschen, getrocknet, eingeenet und die dabei erhaltenen Krystalle 
erst aus Essigaéther und dann aus Aceton umkrystallisiert. Die in 
Schuppen krystallisierte Siure schmilzt bei 258° und erwies sich 
mit der in der zweiten Mitteilung erwahnten /-3-$-6-Dioxycholan- 
siure als identisch. Ausbeute betragt 0,08 g. 

3,425 mg Subst.: 9,190 mg COs, 3,085 mg HO. 

CoH oO. Bers) 1@7 73,40 0 10.27 
Ger Payfa;cm 2 LOD: 

Die von weissen Krystallen der /-3-$-6-Dioxycholansaure 
befreite Sodalésune wurde mit verdtinnter Salzsaure angesauert 
und die dabei abgeschiedene Fallung in Essigather aufgenommen. 
Diese Essigitherauszug wurde als Fraktion C bezeichnet, mit 
Wasser gewaschen, getrocknet und eingeengt. Die.dabei abgeschie- 
denen Krystalle wurden aus Essigither zweimal umkrystallisiert. 
Die Siure krystallisiert in Schuppen und schmilzt bei 189°. Bei 
der Liebermannschen Reaktion zeigt sie eime anfangs violette, 
dann kirschrote Farbe mit schwacher Fluoreszenz. Ausbeute 
0,04 g. Bei der Mischprobe zeigt sie keine Schmelzpunktdepression 
mit reiner f-3-a-6-Dioxycholansiure (Tukamoto 1941). 
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Die von den Rohkrystallen der /-3-$-6-Dioxycholansaure aus 
Fraktion A befreite Mutterlauge wurde eingeengt und die dabei 
abgeschiedenen Krystalle wurden aus Essigither zweimal um- 
krystallisiert. Die in Schuppen krystallisierte Saure schmilzt bei 
189° und erwies sich mit reiner /-3-a-6-Dioxycholansiure als 
identisch. Ausbeute 0,05 g. 

Die von dem Rohkrystall der /-3-$-6-Dioxycholansaure aus 
Fraktion B betreite Mutterlauge wurde eingeengt und die dabei 
abgeschiedenen Krystalle aus Essigither zweimal unkrystallisiert. 
Die in Schuppen krystallisierte und bei 189° schmelzende Saure 
erwies sich mit reimer /-3-a-6-Dioxycholansaure als identisch. 
Ausbeute 0,01 ge. 

_ Die von den Rohkrystallen der $-3-a-6-Dioxycholansaure aus 
Fraction C befreite Mutterlauge wurde bis zur beginnenden 
Krystallisation eingeenet und die dabei abgeschiedenen Krystalle 
aus Essigither zweimal umkrystallisiert. Die Saure erwies sich 
mit reiner /-3-a-6-Dioxycholansaure als identisch. Ausbeute ist 
sehr gering. 


3,510 mg Subst.: 9,500 mg COz 3,150 mg H20O. 


Co, HO. Ber. © 73,41 Hi 10,27 
Gets 273,43) 922 9:98; 
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BEITRAGE ZUR KENNTNIS DER FISCHGALLE. 


Die Galle des ,,Haze“-(Acanthogobius flavimanus) und 
» Tobihaze“-Fisches (Periophthalmus Cantonensis). 


VON 


MORIHISA TUKAMOTO und YOSIMI KATAOKA. 


(Aus dem Biochegrischen Institut Okayama. 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Hingegangen am 20. Oktober 1940) 


Um die genetischen Beziehungen der Nahrunesbestandteile zur 
Gallensaure festzustellen, wurden von einer Anzahl von Autoren 
(1939) verschiedene Fischgallen untersucht und gefunden, dass in 
den meisten Fischgallen Cholsiure und Chenodesoxycholsaure in 
wechselndem Mengenverhaltnisse enthalten sind. Hervorzuheben 
ist, dass in der Galle des ,,Gigi‘“-Fisches (Ohta 1939), ,,Fuen“- 
Fisches und ,,Bari‘-Fisches (Isaka 1940) Tetraoxy-norsterocholan- 
sdure Co7H4gO¢ enthalten ist, die als eine Zwischenstufe zwischen 
7-Dehydrocholesterin. und Gallenséure von Co, betrachtet wird. 

Nun haben wir uns hier mit der Untersuchung der Galle des 
,», Tobi-Haze”-Fisches und ,,Haze“-Fisches beschaftigt, die beide im 
Meerwasser leben. In den beiden Gallen wurde dabei Cholsdure 
und Chenodesoxycholsdure, bzw. die letztere in minimaler Menge 
vorgefunden, wie es bei den meisten bisher untersuchten Fischgallen 
der Fall war. 


1. Die Galle des ,,fobi-Haze“-Fisches (Periophthalmus 
Cantonensis ). 


Die Gallenblase des ,,Tobi-Haze“-Fisches ist reiskorngross und 
enthialt eine helle griimlichgelbe schwach alkalische Fliissigkeit. 
Die aus 2500 Fischen entnommene Galle betrug 65 ecm. Die durch 
Alkohol vom Mucin befreite Galle wurde mit Petrolather aus- 
geschiittelt. Nach Abdampfen von Alkohol und Petrolather wurde 
die Galle mit Wasser auf 150 cem gebracht und mit 15g Kalium- 
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hydroxyd im Autoklaven 6 Stunden lang hydrolisiert. Das 
Hydrolysat wurde mit verdiinnter Salzsiure ausgefallt. Die 
Fallune wurde abgesauet und gut getrocknet. Die getrocknete 
pulverisierte Siure wurde in Essigather gelost und bis zur beginnen- 
den Krystallisation eingeengt. Die erhaltenen Krystalle wurden 
aus Essigather mehrmals umkrystallisiert. Die Saure krystallisiert 
in Tetraedern, schmilzt bei 199°, zeigt Hammarstensche Reaktion 
und bei der Mischprobe mit reinér Cholséure keine Schmelzpunkt- 
depression. Ausbeute 0,75 @. 

3,605 mg Subst.: 9,310 mg COs, 3,080 mg H.O. 

C21 HO Ber./ Gr 70 ome began 
Get, 92, A703) 422° 9556) 

Die von den rohen Cholsaurekrystallen befreite Essigather- 
mutterlauge wurde verdampft und gut getrocknet. Diese getrock- 
nete Masse wurde in verdtinnter Ammoniaklosung gelost und unter 
Erwirmen durch Zusatz einer 10% igen Bariumchloridlésung 
ausgefallt. Dieses Bariumsalz wurde aus verdiinntem Alkohol 
mehrmals umkrystallisiert. Nadeln. Dieses Bariumsalz wurde mit 
Uberschuss einer 3%igen Sodalésung umgekocht und .heiss ab- 
filtriert. Das Filtrat wurde unter Ansaéuerung mit verdiinnter 
Salzsiure ausgeiithert. Die aus diesem Atherauszug gewonnene 
Saure wurde getrocknet, pulverisiert, in Petrolather digeriert und 
aufs neue getrocknet. Die Saéure wurde dann in Essigather auf- 
genommen. Nach Verdunsten des Essigathers wurde eine geringe 
Menge von Saure erhalten, die zum Teil krystallinisch erscheint. 
Nach scharfem Trocknen schmilzt sie bei ca. 185°. Weitere Unter- 
suchung war wegen des Mangels an Material nicht ausfiihrbar. 


2. Die Galle des ,,Haze“-Fisches (Acanthogobius 
flavimanus). 


600 cem einer aus 300 Fischen entnommenen hellgelben, durch 
Alkohol vom Mucin befreiten Galle wurde mit Petrolather ge- 
schiittelt: Nach Abgabe von Petrolather und Alkohol wurde die 
Galle mit Wasser auf 150 cem gebracht und mit 15 ¢ Kaliumhydro- 
xyd im Autoklaven 6 Stunden lang hydrolisiert.. Das Hydrolysat 


wurde in genau gleicher Weise wie vorher behandelt; der mit 
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verdunnter Salzsdure ausgefallte Niederschlag wurde abgesauet, 
gut getrocknet, die getroecknete Saure in Essigither aufgenommen 
und die Losung bis zur beginnenden Krystallisation eingeenet. 
Die dabei ausgeschiedenen Krystalle wurden aus Essigiither einmal 
unkrystallisiert. Tetraeder vom Schmelzpunkt 199°. Keine 
Schmelzpunktdepression mit reiner Cholsiure. Ausbeute 1,0 ¢. 
Die von der Rohcholsdure befreite Essigatherlésune wurde ein- 
geengt, die dabei abgeschiedenen Krystalle aus Essigither um- 
krystallisiert. Tetraederformiger Krystall. Schp. 199°. Keine 
Schmelzpunktdepression mit reiner Cholséure. Ausbeute 0,15 @. 
3,680 mg Subst.: 9,500 mg COs, 3,185 mg H:0. 
CorHs0Os Ber. ‘ C. 70,53 H 9,87 
Gef. » 70,41 ». 9,68. 

Die von dem rohen Cholsiurekrystall befreite Essigatherlosung 
wurde als Chenodesoxycholsiurefraktion in genau gleicher Weise 
wie im Fall des ,,Tobi-Haze“-Fisches behandelt. Dabei wurde eine 
minimale Menge von einer Saéure, die nach scharfem Trocknen bei 
ca. 130° sehmilzt und bei der Mischprobe mit. reiner Chenodesoxy- 
cholséure keine Schnielzpunktdepression zeigt, erhalten. 
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